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5Abkürzungsverzeichnis
aFGF acidic Fibroblast Growth Factor
bFGF basic Fibroblast Growth Factor
BMP Bone Morphogenetic Protein
CFU-GM Colony Forming Unit – for granulocytes and macrophages
cm³ Kubikzentimeter
CSF Colony Stimulating Factor
°C Temperatur in Grad Celsius
CT Computertomographie
DBM demineralisierte Knochenmatrix
g   Gramm
h Stunde
HA Hydroxylapatit
IGF Insulinlike Growth Factor
IL Interleukin
KCl Kaliumchlorid
kDA Kilodalton
KES Knochenersatzstoff
kg Kilogramm
KG Körpergewicht
kN  Kilonewton
kV Kilovolt
Max. Maximum
µm Mikrometer
mm Millimeter
MMA Methylmetacrylat
mg  Milligramm
min Minute
ml Milliliter
MPa Megapascal
ms Millisekunden
mval Millivalenzen
NaCl Natriumchlorid (Kochsalzlösung)
OP Operation
PBS Phosphat-buffered saline
PDGF Plateled-derived Growth factor
Tab Tabelle
TCP Trikalziumphosphat
TGF Transforming Growth Factor
TNF Tumor Necrosis Factor
UV Ultraviolett
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
Vol.-% Volumenprozent
Wo. Woche
ZV Zentrallaboratorium für Versuchstierkunde
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1. Einleitung
In 10-15% der operativen Eingriffe in der Orthopädie und Unfallchirurgie, zum
Beispiel bei der Implantation und dem Wechsel von Endoprothesen, bei
Spondylodesen, der operativen Frakturbehandlung oder nach Resektionen von
Tumoren und Knochenzysten (Schlegelmilch et al. (2000)), ist die Anwendung eines
Knochenersatzstoffes notwendig (Friedel und Markgraf (1995), Wippermann (1997)).
Der Goldstandard für diese Anwendungen ist die autologe Spongiosaplastik. Der zu
der Entnahme der Spongiosa notwendige Eingriff, meistens am Beckenkamm des
Patienten, ist jedoch zu 10% mit Komplikationen, z.B. Blutungen, Hämatomen,
Infektionen, etc., behaftet (Grob (1986)). Weiterhin sind bei gesunden alten und sehr
jungen Patienten, aber auch bei Patienten mit einem pathologischen
Knochenstoffwechsel, die Reserven an autologer Spongiosa häufig gering
(Schweiberer (1970)) und von verminderter Qualität, so daß der Einsatz von
Fremdspongiosa notwendig wird. Die Verwendung allogener Transplantate ist jedoch
kritisch zu betrachten. In den ersten drei Jahren nach der Implantation entstehen die
meisten Probleme durch Infektionen, Pseudarthrosen und Frakturen. Die Langzeit-
Erfolgsrate liegt bei etwa 80%. Das größte Problem ist allerdings die Sicherheit. Um
die Infektion des Empfängers durch Viren, z.B. HIV und Hepatitisviren (Gürtler
(1994)), zu vermeiden, ist eine sehr genaue Spenderauswahl (Walker et al. (1996))
und eine Sterilisierung der Spongiosa notwendig. Alle Verfahren, die seither zur
Sterilisierung eingesetzt wurden (Voggenreiter et al. (1991)), führten jedoch zu einer
Abnahme der mechanischen Stabilität und Osteoinduktivität (Schratt et al.
(1991),Herron et al. (1989)). Abgesehen von diesen Faktoren muß man gerade in der
heutigen Zeit die Kostenfrage mit in Betracht ziehen. Die Führung einer
Knochenbank ist durch die Anforderungen des Gesetzgebers (Hackenbroch (1990)),
die oben angeführten Sicherheitsvorkehrungen und die Unterhaltungskosten sehr
kosten- und zeitintensiv (Tomford (1981)).
Durch die Nachteile der autologen und die Probleme mit der allogenen Spongiosa ist
die Suche nach dem „idealen Knochenersatzstoff“ immer mehr in den Vordergrund
des wissenschaftlichen Interesses gerückt.
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1.1 Knochen
1.1.1 Aufbau des Knochens
Der Knochen dient im menschlichen Körper zur Erfüllung von drei wichtigen
Aufgaben: Erstens übernimmt der Knochen im Bewegungsapparat eine Stützfunktion
und dient den ansetzenden Muskeln als Widerlager und Hebelarm. Zweitens bietet
das knöcherne Skelett den inneren Organen und dem Knochenmark Schutz vor
mechanischen Einflüssen. Drittens dient der Knochen als Speicher für Ionen und
Mineralien, allem voran Kalzium und Phosphat. Der Knochen besteht aus einer
äußeren Schicht, der Kompakta, und einer inneren Schicht, der Spongiosa. Die
Kompakta ist zu 80-90% kalzifiziert, d.h. sie stellt die durch die Einlagerung von
Mineralkristallen stabilisierte Komponente des Knochens dar und übernimmt
überwiegend die Schutz- und Stützfunktion. Die Spongiosa ist nur zu ca. 20%
kalzifiziert und übernimmt überwiegend metabole Funktionen, dient also überwiegend
den Stoffwechselaufgaben des Knochens. Die Spongiosa besteht aus einzelnen
Knochentrabekeln, zwischen denen sich Blutgefäße, Knochenmark und
Bindegewebe befinden. Der Knochen paßt sich den Hauptbelastungsrichtungen, vor
allem Zug- und Druckbelastungen, den sog. Trajektorien, durch ständigen
Knochenan- und abbau an. Für diesen Umbau, dem sog. bone remodelling, sind die
Knochenzellen von entscheidender Bedeutung. Man unterscheidet zwischen
Osteoblasten, welche dem Knochenaufbau und der Steuerung des Umbaues dienen,
und Osteoklasten, welche dem Knochenabbau dienen. Die Knochenzellen sind von
einer extrazellulären Matrix umgeben, welche sie selbst produzieren. Diese
extrazelluläre Matrix, auch Interzellular- oder Knochengrundsubstanz genannt,
besteht zu 50% aus einer mineralischen Komponente und zu jeweils 25% aus
organischen Verbindungen und Hydratationswasser. Die mineralische Komponente
besteht zu 50% aus anorganischem Phosphat und zu 35% aus Kalzium. Die
restlichen 15% bestehen aus Zitrat, Karbonat, Nitrat, Natrium, Magnesium, Fluor und
Spuren anderer Mineralien (Junqueira und Carneiro (1996)). Von dem Gesamtgehalt
des Körpers an Kalzium sind 99% im Knochen gespeichert und können bei Bedarf
wieder aus dem Knochen freigesetzt werden. Die Mineralien, nahezu ausschließlich
Kalzium und Phosphat, werden im Knochengewebe in Form von Apatitkristallen,
überwiegend Hydroxylapatit, (Ca10(PO4)6(OH)2), eingelagert. Darunter versteht man
hexagonale Kristalle, die in Form eines Raumgitters angeordnet sind. 90% des
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organischen Anteils des Knochens besteht aus Kollagen I (90 %) und zu geringeren
Mengen aus Kollagen II, III, V und X (Marks und Popoff (1988)). Die restlichen 10%
werden aus sog. nichtkollagenen Matrixproteinen, wie z.B. Osteonektin, Osteocalcin
und Glykosaminoglykanen, welche z.B. für den Kontakt der Mineralien mit dem
Kollagen oder der Knochenzellen untereinander von Bedeutung sind, gebildet.
Solange diese Knochenmatrix noch nicht kalzifiziert ist, also noch keine Kristalle in
dieser Matrix eingelagert worden sind, bezeichnet man diese als Osteoid. Das
Hydratationswasser, welches zu 25% an der Bildung der Knochengrundsubstanz
beteiligt ist, ist als Hydratmantel an die oberflächlichen Ionen der
Hydroxylapatitkristalle gebunden. Dies ist eine wichtige Voraussetzung für den
schnellen Ausgleich des Kalziumhaushaltes, da nur hydratisierte Ionen in den
Körperflüssigkeiten gelöst werden können.
1.1.2 Knochenzellen
Die Knochengrundsubstanz wird durch die Knochenzellen auf- und abgebaut. Im
Knochengewebe sind 4 verschiedene Zelltypen, welche zum Teil auseinander
hervorgehen, von Bedeutung. Dies sind die bereits erwähnten Osteoblasten und
Osteoklasten, hinzu kommen noch die Osteozyten und die Vorläuferzellen. Die
Entwicklung der Osteoblasten nimmt ihren Ursprung in den Vorläuferzellen, dies sind
undifferenzierte, proliferationsfreudige Zellen mesenchymaler Herkunft, welche sich
über die Zwischenstufen der Osteoprogenitorzellen (Knochenvorläuferzellen) und der
Präosteoblasten, zu Osteoblasten und Osteozyten ausdifferenzieren können.
Osteozyten wiederum entstehen aus Osteoblasten, wenn diese ihre Sekretionsphase
abgeschlossen haben und vollständig von Knochen umgeben sind. Die Osteozyten
sind ruhende Zellen, welche nicht mehr an der Bildung von Knochen beteiligt sind.
Osteoblasten sind sehr stoffwechselaktive Zellen, die für die Bildung der organischen
Bestandteile des Knochens bzw. der Knochengrundsubstanz, wie zum Beispiel
Kollagen, zuständig sind. Osteoblasten sind an der Oberfläche von
Knochenbälkchen zu finden und bilden dort einen einschichtigen Zellverband, in
welchem sie als „lining cells“ bezeichnet werden. Dies sind die Zellen, welche für die
Regulierung des Knochenaufbaues von Bedeutung sind. Osteoblasten produzieren
neben der Knochengrundsubstanz auch Wachstumsfaktoren, welche für die
angesprochene Regulierung der Knochenbildung von Bedeutung sind.
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Die Osteoklasten, große Zellen mit bis zu mehreren hundert Kernen, entwickeln sich
aus hämatopoetischen Vorläuferzellen (Roodman et al. (1985)) und sitzen ebenfalls
auf der Oberfläche von Knochenbälkchen. Die Aufgabe der Osteoklasten besteht
darin, Knochen durch chemische Vörgänge an der Knochenoberfläche abzubauen.
Auch die Osteoklasten unterliegen der Kontrolle durch Wachstumsfaktoren.
Den geregelten Ablauf des Knochenauf- und abbaues, auch Coupling genannt
(Pfeilschifter et al. (1988)), bezeichnet man als den Vorgang des „bone
remodellings“.
Für die Kontrolle der knochenauf- und abbauenden Vorgänge sind drei Gruppen von
Faktoren verantwortlich: mechanische Einflüsse, zirkulierende systemische Hormone
und lokale Hormone. Auf die mechanischen Einflüsse ist bereits eingegangen
worden. Der Knochen paßt sich den verschiedenen Anforderungen dadurch an, daß
er sich entsprechend den Hauptspannungslinien (Trajektorien) entsprechend
ausrichtet.
Systemische Hormone mit Einfluß auf die Knochenbildung sind das Parathormon,
Calcitonin, Wachstumshormon, Vitamin D, Glucocorticoide und Sexualhormone, wie
Östrogene und Androgene.
1.1.3 Lokale Wachstumsfaktoren
Die lokalen Wachstumsfaktoren lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Zum Einen
sind dies osteoinduktive und zum Anderen osteostimulative Wachstumsfaktoren. Die
einzigen bis heute bekannten osteoinduktiven Wachstumsfaktoren sind die „Bone
Morphogenetic Proteins“ (BMP`s) (Wang et al. (1990)). Bei den BMP`s handelt es
sich um eine Gruppe von mehreren verschiedenen Wachstumsfaktoren, welche
zusammen mit dem TGFß1 und dem TGFß2 zu der Gruppe der „Transforming
Growth Factors“ gehören. Die TGF`s nehmen eine Schlüsselrolle in der Regulation
des Knochenwachstumes ein (Kuebler et al. (1993), Sandberg et al. (1993)).
Als Wachstumsfaktoren mit osteostimulativer Potenz sind der „basic Fibroblast
Growth Factor“, der „Insulinlike Growth Factor“ (IGF), der „Plateled-derived Growth
Factor“ (PDGF) und der „Vascular Endothelial Growth Factor“ (VEGF) zu nennen.
Die mitogene Potenz dieser Wachstumsfaktoren ist in verschiedenen Studien
nachgewiesen worden (McCarthy et al. (1989), Aspenberg et al. (1989), Canalis et al.
(1988), Harada et al. (1994)). Weiterhin sind solche Faktoren zu erwähnen, die eine
stimulative Potenz für Osteoklasten besitzen, wie Cytokine (Interleukine (IL)), Tumor
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Nekrose Faktor (TNF) und Colony Stimulating Faktor (CSF). Diese Faktoren
stimulieren jedoch nicht isoliert die Osteoklasten, sondern auch die Replikation der
Osteoblasten (Mundy und Roodman (1987), Rickard et al. (1993)).
1.1.3.1 Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
Die ersten Beschreibungen einer auf Fibroblasten mitogen wirkenden Substanz
wurde 1973 von Armelin, 1974 und `75 von Gospodarowicz und in den frühen 80`er
Jahren von Bohlen et al. (1984) und Thomas et al. (1980) veröffentlicht. In diesen
Studien konnte gezeigt werden, daß eine aus dem Gehirn bzw. aus der
Hirnanhangsdrüse isolierte Substanz auf Fibroblastenkulturen stimulativ wirkt. Es
stellte sich heraus, daß es sich bei diesen Substanzen um eine Gruppe von
mittlerweile 9 verschiedenen Fibroblasten-Wachstumsfaktoren handelt, welche in
ihren Aminosäurensequenzen zu über 50% übereinstimmen (Baird et al. (1987),
Baird und Klagsbrunn (1991), Gospadarowicz et al. (1987), Baird und Böhlen (1991),
Dionne et al. (1991)). Die FGF`s können in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zum
Einen acidic FGF (aFGF) und basic FGF (bFGF), also saurer und basischer
Fibroblasten-Wachstumsfaktor, als nicht-transformierende Wachstumsfaktoren, und
zum Anderen FGF3-FGF9, welche in normalem Gewebe nicht vorkommen und
proto-onkogene Eigenschaften besitzen (Baird und Böhlen (1990), Folkman und
Shing (1992)). Baird und Böhlen (1990) zeigten, daß die Fibroblasten-Wachstums-
faktoren in vielen Körpergeweben, wie z.B. Gehirn, Nebennieren, Ovarien, Hoden,
Schilddrüse u.a., nachgewiesen werden können.
Die zahlreichen Wirkungen der FGF`s in den verschiedenen Organen werden
autokrin oder parakrin über spezielle Rezeptoren vermittelt (Gospodarowicz et al.
(1984), Shing et al. (1984)).
Die FGF`s stimulieren das Zellwachstum und haben mitogene Effekte auf Zellen
(Burgess und Maciag (1989)). Weiterhin stimulieren sie die Zellmigration (Klagsbrunn
und Edelmann (1989), Presta et al. (1986)), die Angiogenese bzw. das
Gefäßwachstum (Folkman und Klagsbrunn (1987), Gospadarowicz et al. (1979),
Klagsbrunn und D`Amore (1991), Montesano et al. (1986), Flamme et al. (1993),
Krah et al. (1994)), die Wundheilung (Davidson et al. (1985), Lynch et al. (1989)), die
Differenzierung (Eckenstein et al. (1994), Kimelman und Kirschner (1987), Olwin et
al. (1994), Rogelj et al. (1989)), die Transformation (Sasada et al. (1988)) und die
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Morphogenese von Zellen (Dono und Zeller (1994), Niswander et al. (1994), Olwin et
al. (1994)).
Die beiden einzigen im Knochen bzw. in der Knochenmatrix nachgewiesenen FGF`s
sind saurer FGF (aFGF) und basischer FGF (bFGF) (Hauschka et al. (1986)).
Untersuchungen mittels Radioimmunoassays zeigten, daß die Konzentration des
bFGF im Knochen 10-fach höher als die des aFGF ist (Seyedin et al. (1985)). Globus
et al. stellten 1988 und 1989 dar, daß bFGF von Osteoblasten produziert und in der
extrazellulären Matrix des Knochens gespeichert wird.
Das bFGF besteht aus 146 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 16,5kDa
(Baird und Böhlen (1991). Es wird nach der Ruptur der Zellmembran, dem Zelltod
(Apoptose) oder nach übermäßiger Erhitzung freigesetzt bzw. vermehrt produziert
(Canalis et al. (1988), Erdos et al. (1995)). Es wirkt proliferativ auf Osteoblasten,
Fibroblasten und differenzierte Chondrozyten in vivo und in vitro (Kato et al. (1989),
Cuevas et al. (1988)) und stimuliert die Kollagen-Synthese (Davidson et al. (1985),
McGee et al. (1988), Buckley-Sturrock et al. (1989), Eppley et al. (1988)).
Eine weitere Wirkung des bFGF  ist die Stimulation von Osteoklasten bzw.
Osteoklastenvorläuferzellen (Hurley et al. (1998)). Hurley et al. (1992) zeigten, daß
die Anzahl von Osteoklasten-artigen Zellen durch die 96-stündige Behandlung mit
bFGF von 21 Tage alten Ratten zunimmt. Der direkte Vorläufer der Osteoklasten,
welche im Prinzip ihren Ursprung in Vorläuferzellen der Hämatopoese haben, ist die
CFU-GM (colony forming unit-for granulocytes and macrophages,Mundy und
Roodman (1987)). Diese CFU-GM wird in Zellkulturen von humanem Knochenmark
durch bFGF stimuliert (Gabrilove et al. (1994)). Die Differenzierung von Osteoklasten
aus Vorläuferzellen scheint jedoch durch Cytokine reguliert zu werden (Roodman
(1995)). Eine andere Möglichkeit, wie bFGF die Osteoklasten stimuliert, geht auf den
Ursprung der Knochenzellen zurück. Vorläuferzellen von Osteoblasten,
Chondroblasten, Fibroblasten und anderen Zellen sind die multipotenten
mesenchymalen Zellen, sog. Stromazellen (Suda et al. (1992). Für die
Differenzierung von Osteoklasten müssen deren Vorläuferzellen Kontakt zu
Osteoblasten oder Stromazellen haben. Auf diese Zelle wirkt bFGF wiederum
mitogen (Oliver et al. (1990)). Faßt man alle Eigenschaften des bFGF zusammen, so
ist festzuhalten, daß das bFGF unter physiologischen Bedingungen eine wichtige
Rolle im Prozeß des sog. „bone remodellings“, also dem physiologischen Auf- und
Abbau von Knochen einzunehmen scheint (Globus et al. (1988)).
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Die in-vivo Untersuchungen, also die Untersuchungen in Tierversuchen, bestätigten
die in-vitro bereits erkannten Wirkungen des bFGF.
Weiss et al. (1995) zeigten, daß das bFGF die Osteogenese und Angiogenese in
vaskularisierten Knochentransplantaten steigert. Es steigert außerdem den
Kalziumgehalt von Implantaten aus demineralisierter Knochenmatrix, also die
Mineralisierung von nicht mineralisierter Knochenmatrix (Aspenberg und Lohmander
(1989), Aspenberg et al. (1991), Nakamura et al. (1995)). Eine wichtige Rolle spielt
das bFGF auch bei der Frakturheilung, wie in Versuchen an Ratten (Jingushi et al.
(1990), Kawaguchi et al. (1994)) gezeigt werden konnte, in denen das bFGF die
Heilung der Frakturen wesentlich beschleunigen konnte. Scully et al. (1990) konnten
nachweisen, daß bFGF in der frühen Phase der Frakturheilung aus dem
Granulationsgewebe, welches sich im Frakturspalt bildet, freigesetzt wird. Durch
Versuche an normalen und diabetischen Ratten konnte gezeigt werden, daß das
bFGF sowohl die Kallusbildung als auch die Freisetzung weiterer
Wachstumsfaktoren, z.B. TGFß, fördert (Kawaguchi et al. (1994)). Weiterhin konnten
Nakamura et al. (1998) zeigen, daß die Frakturheilung von Tibiafrakturen bei Hunden
durch die Injektion von bFGF in den Frakturspalt beschleunigt werden kann. Auch
hier scheint die Wirkung des bFGF aus der Stimulation des Remodellings, vor allem
des Kallusremodelling, zu bestehen.
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1.2 Knochenersatzstoffe
1.2.1. Anforderungen an Knochenersatzstoffe
An den „idealen Knochenersatzstoff“ werden eine Vielzahl an Anforderungen gestellt.
Scales formulierte bereits 1953 folgende Anforderungen an Knochenersatzstoffe:
1. Chemische Stabilität,
2. Erhaltung der physikalischen Eigenschaften, auch unter dem Einfluß von
Körperflüssigkeiten,
3. biologische Verträglichkeit,
4. keine Kanzerogenität,
5. keine Allergieauslösung oder sonstige Überempfindlichkeiten,
6. mechanische Belastbarkeit,
7. Herstellbarkeit in der gewünschten Form,
8. Wirtschaftlichkeit,
9. gute Sterilisierbarkeit.
Diese Anforderungen wurden nach und nach modifiziert, wobei die Schwerpunkte
bestehen geblieben sind. Von Wippermann (1997) wurden, in verkürzter Form,
folgende Anforderungen gestellt:
Der Knochenersatzstoff sollte erstens für das körpereigene Gewebe verträglich sein,
d.h. es sollte nicht zu Abstoßungsreaktionen kommen. Dies wird als Biokompatibilität
bezeichnet. Vielmehr sollte das Material bioaktiv sein. Dies bedeutet, daß das
Material in direktem Kontakt zu dem umgebenden Gewebe stehen sollte, ohne daß
sich eine bindegewebige Zwischenschicht ausbildet, eine sog. Verbund-
osteosynthese. Weiterhin sollte das Material osteokonduktiv sein. Der
Knochenersatzstoff sollte also dem einwachsenden Knochengewebe aufgrund seiner
Struktur als Leitschiene dienen. Wichtig hierfür ist vor allem die Porengröße und die
Beschaffenheit des Porensystems, welches interkonnektierend sein sollte.
Entscheidend für das Einheilungsverhalten eines Knochenersatzstoffes ist außerdem
die Makro- bzw. Mikroporosität des Stoffes. (Uchida et al. (1984), Rueger JM (1992),
Peelen et al. (1977), Groot (1980)). Die Mikroporosität bezeichnet die Porosität eines
Stoffes mit einer Porengröße von weniger als 5µm Durchmesser und begünstigt die
Resorption des Knochenersatzstoffes. Die Makroporosität, bei der die Poren eine
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Größe von 100 bis 1000µm haben müssen, begünstigt die knöcherne Durchbauung
des Stoffes. Der phagozytäre Abbau des KES wird vor allem durch kleine Kristallit-
bzw. Korngrößen und durch eine geringe Festigkeit zwischen den Keramikpartikeln
begünstigt (Reif et al. (1998)) Als interkonnektierendes Porensystem bezeichnet man
ein System von Makro- und Mikroporen in einem Knochenersatzstoff, welche
untereinander in Verbindung stehen und den Knochenersatzstoff, ähnlich wie kleine
Kanäle, durchsetzen und das Einwachsen von Knochen im Sinne der bereits
erwähnten Osteokonduktivität erleichtern.
Idealerweise sollte der Knochenersatzstoff osteoinduktiv oder zumindest
osteostimulativ sein. Osteoinduktivität bezeichnet die Fähigkeit, undifferenzierte,
mesenchymale Zellen zur Differenzierung zu Osteoblasten anzuregen.
Osteostimulation hingegen bezeichnet die Fähigkeit, die Proliferation von bereits
vorhandenen, differenzierten Knochenzellen zu stimulieren.
 Eine weitere Forderung ist die Resorbierbarkeit des Materiales. Der
Knochenersatzstoff  sollte durch biochemische, physikalische, humorale oder
zelluläre Vorgänge oder deren Kombination abgebaut werden. Knochenabbau und
Neubildung von Knochen sollte im Gleichgewicht stehen, ähnlich dem
physiologischen Vorgang des „bone remodellings“, so daß es zu keiner Verringerung
der mechanischen Stabilität kommt.
Ein Knochenersatzstoff, der im Idealfall alle Anforderungen erfüllt, ist bis heute nicht
gefunden worden.
1.2.2 Autologe Spongiosaplastik
Die autologe Spongiosa ist bis heute der Goldstandard, stellt also den besten zur
Verfügung stehenden Knochenersatzstoff für die Füllung großer Knochendefekte dar,
wie sie nach Resektionen von Zysten oder Tumoren, Traumen und bei der
Implantation von Endoprothesen auftreten. Sie hat eine hohe biologische Wertigkeit
(Ecke (1982), Holz et al. (1982), Roesgen (1989), Thielemann (1983)) und erfüllt die
meisten Anforderungen, die an Knochenersatzstoffe gestellt werden. Da es sich bei
der autologen Spongiosa um körpereigenen Knochen handelt, welcher während der
Operation unter sterilen Bedingungen in den meisten Fällen aus dem Beckenkamm
entnommen wird, werden die meisten Anforderungen an Knochenersatzstoffe erfüllt.
Autologe Spongiosa hat, da es sich um ein autogenes Transplantat handelt, die
gleiche chemische Struktur wie der umgebende Knochen. Da Spender und
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Empfänger identisch sind, ist sie biokompatibel, biologisch verträglich und führt zu
keinen allergischen Reaktionen. Autologe Spongiosa verfügt, je nach der
Entnahmetechnik, über eine gute mechanische Belastbarkeit. Bei der Entnahme rein
spongiösen Knochens, bzw. bei der Verwendung von Knochenspänen, hat man den
Vorteil guter Modellierbarkeit bei geringer mechanischer Belastbarkeit, während die
Transplantate mit kortikalen Anteilen weniger gut an den vorhandenen Defekt
anzupassen sind, dafür aber über eine höhere mechanische Belastbarkeit verfügen.
Die mechanische Belastbarkeit nimmt mit der Menge kortikaler Anteile, von mono- zu
trikortikalen Knochentransplantaten, zu. Die Forderung nach guter Modellierbarkeit
erfüllt die autologe Spongiosa somit in Abhängigkeit von der Entnahmetechnik in der
überwiegenden Zahl der Fälle. Die autologe Spongiosa ist, sofern die Entnahme und
die weitere Heilung ohne Komplikationen verlaufen, nur mit geringen Kosten
verbunden, da die Entnahme der Spongiosa während des gleichen Eingriffes, durch
einen zusätzlichen Schnitt an der Entnahmestelle, möglich ist und keine Kosten für
das Führen einer Knochenbank entstehen. Durch den notwendigen zweiten Eingriff
an der Entnahmestelle verlängert sich allerdings die Operationszeit, so daß diese
Kosten mit in die Berechnung für die Kosten autologer Transplantate eingehen
müssen. Die Forderung nach guter Sterilisierbarkeit des Knochen-ersatzstoffes ist
bei der autologen Spongiosaplastik hinfällig, da die unter sterilen Bedingungen
entnommene Spongiosa bei der üblichen Sorgfalt der Operateure nicht kontaminiert
werden sollte. Da es sich bei Empfänger und Spender der Spongiosa um die gleiche
Person handelt, ist eine mögliche Neuinfektion des Patienten mit bakteriellen oder
viralen Krankheitserregern durch das Knochentransplantat zu vernachlässigen bzw.
auszuschließen. Nach der Implantation eines Transplantates aus autologer
Spongiosa kommt es zu einer vollständigen Einheilung des Transplantates und zu
einer Restitutio ad integrum. Das bedeutet, daß es im Verlauf der Defektheilung zu
einer vollständigen Integration der transplantierten Knochentrabekel kommt, ohne
daß diese, nach einem gewissen Zeitraum, von dem umgebenden Knochen zu
unterscheiden sind. Im Rahmen des physiologischen Remodellings werden auch
avitale Knochenanteile resorbiert und durch neu gebildeten Knochen ersetzt.
Autologe Spongiosa besitzt aufgrund ihrer Struktur osteokonduktive Eigenschaften,
dient dem einwachsenden Knochen also als Leitschiene, und eine osteostimulative
Potenz. Bei der Implantation und bei der Resorption der Spongiosa werden
Wachstumsfaktoren freigesetzt, welche die Knochenzellen in der Umgebung des
Defektes, aber auch in dem implantierten Knochen, zum Wachstum stimulieren. Bis
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heute ist kein Knochenersatzstoff gefunden worden, der im Vergleich mit der
autologen Spongiosa zu insgesamt gleich guten Ergebnissen käme. Die autologe
Spongiosa stellt also den Goldstandard für die Knochenersatzstoffe dar. Alle neuen
Knochenersatzstoffe müssen, sofern sie eine Alternative zu der autologen Spongiosa
bieten sollen, mit diesem Goldstandard verglichen und an diesem gemessen werden.
Doch bei allen angeführten Vorteilen besitzt die autologe Spongiosa auch einige
Nachteile. Ein Nachteil ist z.B. die beschränkte Verfügbarkeit und die Notwendigkeit
eines zweiten Eingriffes zur Entnahme der Knochens. Die Reserven, aus denen die
autologe Spongiosa entnommen werden kann, sind bei einem gesunden Menschen
bereits auf einige Entnahmestellen beschränkt, an denen genügend Knochenmasse
vorhanden ist. Die Entnahmestellen müssen nach der Entnahme noch stabil sein,
oder nur einer geringen Belastung ausgesetzt sein, wie z. B. der Beckenkamm. Die
Menge an zu Verfügung stehender Spongiosa nimmt jedoch bei einem
pathologischen Knochenstoffwechsel, wie beispielsweise bei Osteoporose, noch
weiter ab. Die benötigte Spongiosa wird überwiegend aus dem Beckenkamm
gewonnen. Andere Entnahmestellen, wie der Trochanter major, die Tibia, die
Radiusmetaphyse und der Olekranon, sind wegen der geringeren Ergiebigkeit
weniger bedeutend. Abgesehen von dem höheren operativen Aufwand zur
Entnahme der Spongiosa kommt es durch den Eingriff zu einer höheren Belastung
des Patienten durch Schmerzen, Hämatome, Infektionen und Blutungen (Grob
(1986)), wobei diese postoperativen Komplikationen in bis zu 21 % der Fälle
auftraten (Gerngross et al. (1982), Saxer et al. (1974), Younger et al. (1989)). Die
Probleme, die mit der Verwendung autologer Spongiosa einhergehen, ließen die
Verwendung allogener Spongiosa als mögliche Alternative erscheinen.
1.2.3 Allogene Spongiosaplastik
Das Material für die allogene Spongiosaplastik wird überwiegend aus Hüftköpfen
gewonnen, welche bei der Endoprothesenimplantation anfallen. Der Knochen wird in
Knochenbanken aufbereitet und steht dann zur Implantation zur Verfügung. Zuvor
muß der Spender und auch das Transplantat in Bezug auf bakterielle und virale,
insbesondere HIV und Hepatitsviren (Gürtler (1995)), Krankheitserreger untersucht
werden. Die notwendige Sterilisierung der Transplantate durch Autoklavierung,
Röntgenstrahlen (Voggenreiter et al. (1991)) oder Ethylenoxid (Stüzle et al. (1991))
führt zu einer deutlich herabgesetzten osteogenetischen Potenz (Schratt et al.
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(1991), Herron et al. (1989)) und biomechanischen Belastbarkeit. Eine weitere
Möglichkeit ist die thermische Desinfektion von Knochentransplantaten, welche gute
Ergebnisse zeigt (Knaepler et al. (1992)). Die Gefahr von Immunisierungen, z.B. in
Bezug auf das Rhesus-System bei Frauen im gebärfähigen Alter, muß durch
Untersuchungen minimiert werden (Knaepler et al. (1990)). Die gesetzlichen
Vorgaben sind in den Richtlinien der Bundesärztekammer für allogene
Knochentransplantate (Hackenbroch (1990)) festgelegt worden. Nach der Einhaltung
der gegebenen Sicherheitsvorschriften ist in 16,2% (Quitmann et al. (2000)) bzw.
20,8% der Fälle (Schlegelmilch et al. (2000)) die Verwerfung der entnommenen
Präparate notwendig. Schlegelmilch et al. (2000) konnten zeigen, daß die Kosten,
unter Einberechnung der verworfenen Präparate, bei Führung einer eigenen
Knochenbank DM 337,39 und bei dem Bezug von Fremdmaterial DM 666,06, im
Durchschnitt also ca. DM 500, betragen.
Die allogene Spongiosaplastik erfüllt allerdings die Anforderungen an
Knochenersatzstoffe nur bedingt. Die Bioaktivität der Transplantate, also die
Eigenschaft das Einwachsen von Knochen zu fördern, wird durch die reduzierte
Osteostimulation, welche durch die Sterilisationsverfahren bedingt ist, verringert.
Die Nachteile der autologen und der allogenen Spongiosaplastik haben in der
Vergangenheit dazu geführt, daß die Suche nach einem idealen Knochenersatzstoff
intensiviert wurde.
1.2.4 Synthetische Knochenersatzstoffe
Als mögliche Alternative zu der autologen Spongiosaplastik sind in der
Vergangenheit eine Vielzahl an synthetischen Knochenersatzstoffen (KES) bzw.
Gerüststoffen entwickelt worden. Grundsätzlich lassen sich die KES in verschiedene
Gruppen unterteilen, und zwar in bioinerte Gerüststoffe, bioaktive Stoffe, mit der
Unterteilung in resorbierbare und nicht resorbierbare KES und biologische KES. In
die Gruppe der bioinerten Gerüststoffe gehören die Metalle und Hartkeramiken, z.B.
Aluminium- und Titanoxid. Bei diesen Stoffen kommt es zu keiner Interaktion
zwischen dem Implantat und dem umgebenden Knochengewebe, sondern es bleibt
immer eine bindegewebige Zwischenschicht bestehen.
Kalziumphosphate und bioaktives Glas werden zu den bioaktiven Stoffen gerechnet.
Im Anschluß an die Implantation kommt es zu einem direkten Anwachsen des
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Knochens an den Gerüststoff. Die resorbierbaren Stoffe werden darüber hinaus
durch körpereigenes Gewebe ersetzt.
Als letzte Gruppe müssen die biologischen Stoffe erwähnt werden, welche aus
biologischen Materialien, vor allem Knochen und Korallen, hergestellt werden. Die
strikte Einteilung der KES in diese Gruppen ist jedoch als theoretisch zu betrachten,
da es zwischen den einzelnen Gruppen Überschneidungen gibt. Als wichtigste
Gruppe der Knochenersatzstoffe haben sich die bioaktiven Knochenersatzstoffe
herauskristallisiert. Da Biogläser nur gering bioaktiv sind (Katthagen (1986)), haben
sich vor allem die Kalziumphosphatkeramiken, Hydroxylapatit und Trikalzium-
phosphat, durchsetzen können (Buchholz et al. (1987)).
1.2.4.1 Allgemeines zum Einheilungsverhalten von Kalziumphosphatkeramiken
Knochenersatzstoffe aus Kalziumphosphat sind bioaktiv und biokompatibel. Dies
bedeutet, daß es bei der Einheilung der Stoffe zu einem direkten, flächenhaften
Kontakt zwischen Knochen und Zement ohne bindegewebige Zwischenschicht
kommt. Dies ist vermutlich auf die Übereinstimmung der Zusammensetzung der
Kalziumphosphatkeramiken mit der mineralischen Komponente des Knochens
zurückzuführen, denn Osborn konnte 1985 zeigen, daß die mineralische Phase von
Hydroxylapatitkeramiken (HA) direkt in die biologische Phase des Knochens
übergeht. Da HA allerdings nur zu einem sehr kleinen Teil resorbiert und lediglich
von neu gebildetem Knochen umwachsen wird, handelt es sich somit nur um eine
knöcherne Integration des HA. Eine weitere Einflußgröße auf das Einwachsen von
Knochen in den Knochenersatzstoff ist die Porengröße und die Porenstruktur. Man
unterscheidet zunächst Makro- und Mikroporosität. Mikroporosität (<5µm) begünstigt
die Resorption und die Makroporosität (100µm-1000µm) begünstigt die knöcherne
Durchbauung (Reif et al. (1998)). Über die ideale Porengröße gibt es eine Vielzahl an
Studien mit teilweise verschiedenen Ergebnissen. Uchida et al. (1985), Holmes
(1987) und Daculsi et al. (1990) zeigten, daß die ideale Porengröße oberhalb von
100-150µm liegt. Galois et al. (1996) und Eggli et al. (1988) zeigten allerdings, daß
Porengrößen unter 100µm ebenfalls zu einem verstärkten Einwachsen von Knochen
führen können. Auch für metallische Implantate wurde von Bobyn et al. (1988) eine
Porengröße von 50-400µm als vorteilhaft beschrieben, während Porengrößen
zwischen 400 und 800µm keinen positiven Einfluß auf das Einheilungsverhalten
hatten. In der Studie von Gauthier (1998) wurde wiederum gezeigt, daß eine
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Porengröße von 565µm und eine Porosität von 40 Vol.-% das Einwachsen von
Knochen mehr verbesserten als Porengrößen von 300µm und eine Porosität von 50
Vol-%. Es ist jedoch festzuhalten, daß eine Mindestgröße von 200µm vorhanden sein
sollte, wie Groot (1980), Peelen et al. (1977), Rueger (1992) und Uchida et al. (1984)
zeigen konnten. Zusätzlich zu der geforderten Porengröße sollte bei dem Zement ein
interkonnektierendes Porensystem, also ein Porensystem, in dem die Poren so in
Verbindung stehen, daß sie eine Art Kanal in dem Knochenersatzstoff bilden,
vorhanden sein, um ein vollständiges Einwachsen des Knochens in den Zement zu
ermöglichen. Ein solches Porensystem ist die Voraussetzung dafür, daß der
Knochenersatzstoff über osteokonduktive Eigenschaften verfügt. Bei der Porosität
des Knochenersatzstoffes und der mechanischen Stabilität muß ein Mittelmaß
gefunden werden, da mit zunehmender Porengröße die Materialstabilität abnimmt.
Eine wichtige Anforderung an den Zement ist dessen Resorptions- und
Degradationsfähigkeit, also dessen Abbaubarkeit. Kalziumphosphatpartikel werden
bis zu einer Größe von 50µm von Monozyten und Makrophagen, den ersten auf der
Oberfläche von implantierten Zementen nachweisbaren Zellen (Gross et al. (1986)
und van Blitterswic (1986)), phagozytiert (Daculsi et al. (1989), van Blitterswic et al.
(1986)). Die Geschwindigkeit der Resorption ist darüber hinaus abhängig von der
Größe der Oberfläche, im Sinne der Mikroporosität, und der chemischen Reinheit
des Knochenersatzstoffes.
1.2.4.2 Kalziumphosphatkeramiken: HA und TCP
Hydroxylapatit ist mit etwa 50% der Hauptbestandteil der mineralischen Komponente
des Knochens und bildet zusammen mit anorganischen Verbindungen und
Hydratationswasser die Knochengrundsubstanz. HA kann synthetisch hergestellt
oder durch thermische Behandlung von natürlich vorkommender Knochen-
grundsubstanz, z.B. aus Rinderknochen oder Korallen, in die keramische Form
überführt werden. Nach diesem Prozeß, der sog. Sinterung, besteht die Keramik aus
reinem Hydroxylapatit (HA, Ca5(PO4)3OH) mit einem Verhältnis von Kalzium zu
Phosphat von 1,67. HA ist bereits in ungesinterter Form nur schlecht resorbierbar, da
die einzelnen nadelförmigen Kristallite bereits einen Durchmesser von einigen
Mikrometern haben können. Bei der Sinterung erfolgt jedoch eine keramische
Bindung, so daß keine Einzelkristalle mehr vorliegen und somit die Resorption des
Zementes nahezu unmöglich wird. Durch die feste keramische Bindung verfügt
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Hydroxylapatit jedoch über eine hohe mechanische Belastbarkeit. Die Druckfestigkeit
liegt zwischen 250 N/cm² bei 80% und 1400 N/cm² bei 50% Porosität. Die
Porengrößen schwanken bei den kommerziell erhältlichen Keramiken zwischen 100
bis 1500µm, wobei es sich um ein interkonnektierendes Porensystem handelt. In
einer Vielzahl an seither veröffentlichten Studien konnte für HA gezeigt werden, daß
es osteokonduktive, aber keine osteostimulativen oder sogar osteoinduktiven
Eigenschaften hat (Behrends et al. (1991), Buchholz et al. (1987), Holmes et al.
(1984), Katthagen (1986), Klaes et al. (1991), Mandelkow et al. (1990), Ochsner
(1985), Ripamonti (1991), Rueger et al. (1988), Thielemann (1983) und Troester
(1993)). Hydroxylapatit wird heute in der Klinik überwiegend in Form von
vorgeformten Zylindern, Kegeln, Keilen, etc. oder als Granulat verwendet.
Zusammenfassend ist festzuhalten, daß HA bioaktiv, osteokonduktiv und
mechanisch stabil ist, allerdings ist es schlecht resorbierbar.
Eine weitere Materialgruppe, welche zu den Kalziumphosphatkeramiken gehört,
bilden die Trikalziumphosphatkeramiken (TCP, Ca3(PO4)2)). Das Verhältnis von
Kalzium zu Phosphat bei dem synthetisch hergestellten TCP beträgt 1,5.
Trikalziumphosphat liegt in zwei kristallographisch unterschiedlichen Varianten vor.
Bei dem TCP handelt es sich um die Hochtemperaturphase von -TCP, welche bei
dem Hochtemperatursinterungprozeß bei Temperaturen über 1350°C entsteht. Durch
den Sinterungsprozeß kommt es zu einem Volumensprung von 7,3% in der
Übergangsphase. TCP besitzt eine Dichte von 2,86 g/cm³ und -TCP eine Dichte
von 3,06 g/cm³. Ein weiterer Unterschied liegt in der kristallinen Struktur, da TCP
orthorhombisch und -TCP tetragonal aufgebaut ist. Aufgrund dieser temperatur-
abhängigen Veränderung des Zementes ist es notwendig, bei der Herstellung des
TCP auf die Phasenreinheit zu achten, da Mischphasen oder Mehrphasigkeit zu
Sprüngen und Rissen in dem Material führt (Blume et al. (1998)). TCP ist ebenfalls in
Form von vorgeformten Körpern erhältlich. Porosität, Porengröße und Porensystem
sind dem von HA vergleichbar. Die mechanische Belastbarkeit ist etwas geringer als
bei HA. Der entscheidende Vorteil der Trikalziumphosphatkeramiken ist die
Resorbierbarkeit. Die Resorption erfolgt sowohl durch chemische Lösung, als auch
durch Makrophagen (Klein et al. (1983), Mathys et al. (1988), Ochsner et al. (1983),
Roesgen (1990) und Wagner et al. (1981)), vor allem aber durch Osteoklasten
(Zheng et al. (1998)), welche den TCP-Zement wie bei dem physiologischen
Remodelling des Knochens resorbieren.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, daß TCP bioaktiv, osteokonduktiv und
resorbierbar ist, dies allerdings bei geringerer mechanischer Stabilität als HA.
In den 80`er Jahren wurden die ersten modellierbaren und in-situ aushärtenden
Knochenzemente entwickelt (Brown und Chow (1987)). Bis heute sind über 25
verschiedene modellierbare Kalziumphosphatzemente entwickelt worden, welche
aus reinem Kalziumphosphat (Fukase et al. (1990), Constantz et al. (1995), Ohura et
al. (1996), Knaack et al. (1998), Ikenaga et al. (1998)), oder aus Kombinationen von
Kalziumphosphaten und Gelen aus z.B. Fibrin, Zellulose oder Gelatine bestehen
(Gerhart et al. (1989), Dupraz et al. (1998), Ono et al. (1990), Peter et al. (1998)).
Biphasische Kalziumphosphatkeramiken sind eine Kombination von HA und TCP in
verschiedenen Verhältnissen, mit dem Ziel, das Einheilungsverhalten im Vergleich zu
den Einzelsubstanzen zu verbessern. Durch die gleichzeitige Verwendung der
beiden Kalziumphosphatkeramiken soll die höhere mechanische Festigkeit des HA,
welche mit einer längeren stabilen Implantatlage verbunden ist, mit der
Resorbierbarkeit des TCP kombiniert werden (Daculsi (1998)).
1.3. Composites
Aus der Tatsache, daß die bis heute bekannten Knochenersatzstoffe nur über
osteokonduktive Eigenschaften verfügen, im Idealfall aber osteostimulativ oder sogar
osteoinduktiv sein sollten, wurde die Idee entwickelt, Knochenersatzstoffe mit
Wachstumsfaktoren zu kombinieren. Diese Verbindung von Knochenersatzstoff und
Wachstumsfaktor bezeichnet man als Composite.
Ziel des Composites ist es, einer primär stabilen Komponente einen Wachstums-
faktor hinzuzufügen und somit das Einwachsen von Knochen und im Idealfall die
Resorption des Knochenersatzstoffes zu beschleunigen. Versuche, die Einheilung
von Hydroxylapatit oder gesintertem Knochen durch die Zugabe von BMP zu
beschleunigen, konnten von Katoh et al. (1993) und Takaoka et al. (1988) erfolgreich
durchgeführt werden. Ebenfalls erfolgreich waren Studien, in welchen bFGF mit
Knochenersatzstoffen kombiniert wurde. Aspenberg und Lohmander (1989) und
Aspenberg et al. (1991) kombinierten bFGF mit demineralisierter Knochenmatrix und
konnten zeigen, daß der Knochengehalt bzw. der Gehalt an mineralisiertem Gewebe
nach 3 Wochen Einheilungszeit in einem Rattenmodell um 25 % höher lag als in der
Vergleichsgruppe. Aspenberg et al. (1991) zeigten, daß der stimulative Effekt des
bFGF dosisabhängig ist. Sie konnten zeigen, daß sehr niedrige und sehr hohe
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Dosen einen inhibitorischen bzw. keinen Effekt auf das Einwachsen von Knochen
hatten. Weitere Studien untersuchten den Effekt des bFGF bei der Einheilung von
Hydroxylapatitkeramiken. Schnettler et al. (1992), Wippermann et al. (1994) und
Wang und Aspenberg (1996) konnten ein stärkeres Einwachsen von neu gebildetem
Knochen in die Keramik nachweisen. Auch Versuche, die Einheilung von autologer
Spongiosaplastik in Verbindung mit bFGF zu beschleunigen, zeigten einen positiven
Effekt des bFGF (Weiss et al. (1995), Eppley et al. (1991)). Beck et al. (1995) zeigten
darüber hinaus, daß sich auch TCP-Keramiken als Composite mit TGFß zur
Stimulation des Knochenwachstumes eignen. Schließlich sind noch die Studien von
Lind et al. (1995) und Summer et al. (1995) zu erwähnen. In diesen Studien konnte
die Einheilung von Implantaten verbessert werden, wenn diese mit einer TCP/HA-
Keramik beschichtet waren, an welche TGFß gebunden war.
1.4. Aufgabenstellung
In 10 % aller orthopädischen und unfallchirurgischen Operationen ist der Einsatz
eines Knochenersatzstoffes notwendig. Eine adäquate synthetische Alternative zu
dem Goldstandard, der autologen Spongiosaplastik, ist bis heute nicht gefunden
worden. In der Vergangenheit konnte jedoch gezeigt werden, daß das
Einheilungsverhalten von Knochenersatzstoffen durch die Zugabe von
Wachstumsfaktoren, insbesondere durch den basischen Fibroblasten-
Wachstumsfaktor, bFGF, verbessert werden kann.
Ziel dieser Studie war es, eine mögliche Alternative zu der autologen
Spongiosaplastik zu untersuchen und mit dieser zu vergleichen. Hierbei handelt es
sich um einen in-situ aushärtenden, modellierbaren und resorbierbaren
Trikalziumphosphatzement. Dieser sollte zunächst im Rattenmodell und später im
Schafsmodell untersucht werden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob und wie die
Einheilung und Resorption dieses neuartigen Zementes durch die Zugabe des
basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktors (bFGF) beeinflußt werden kann und ob
sich der Zement als Trägersubstanz für das bFGF eignet. Hierzu sollte zunächst am
Rattenmodell die Dosis-Wirkungs-Beziehung ermittelt werden und die Ergebnisse
anschließend am Schafsmodell verifiziert werden.
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2. Materialien und Methoden
Im ersten Versuchsabschnitt wurden die Versuche am Rattenmodell, im zweiten
Abschnitt die Versuche am Schafsmodell durchgeführt. Entsprechend diesem
Versuchsablauf werden zuerst die Materialien und Methoden des ersten
Versuchsteiles, also des Rattenmodelles, und anschließend die Materialien und
Methoden des zweiten Versuchsteiles, des Schafsmodelles, dargestellt.
2.1. Erster Versuchsteil: Rattenmodell
2.1.1 Versuchstiere
In dem ersten Teil dieser Studie wurden männliche Sprague-Dawley Ratten mit
einem Gewicht von 450-600g verwendet. Die Haltungsbedingungen wurden von der
Zentralabteilung für Versuchstierkunde (ZV) vorgegeben. Die Ratten wurden zu
jeweils 2 Tieren in Makrolonkäfigen auf Einstreu aus entstaubten Weichholzfasern
gehalten. Wasser und Alleinfutter für Ratten und Mäuse standen den Tieren ad lib.
zur Verfügung. Die Umgebungstemperatur betrug 20+2°C, die rel. Luftfeuchte
50+10% und der Hell/Dunkel Rhythmus 12:12 Stunden.
Es wurden Gruppen von jeweils 10 Tieren gebildet. Die Tiere verteilten sich auf die
Versuchsgruppen wie folgt. (s.Tab.1)
Tabelle 1: Gruppenverteilung des Rattenmodelles
Defektfüllung Einheilungszeit Anzahl der Tiere
Leerdefekt 3 Wochen 10
Leerdefekt 1 Woche 10
Spongiosaplastik 3 Wochen 10
Spongiosaplastik 1 Woche 10
TCP 3 Wochen 10
TCP 1 Woche 10
TCP + 1µg bFGF 3 Wochen 10
TCP + 1µg bFGF 1 Woche 10
TCP + 10µg bFGF 3 Wochen 10
TCP + 10µg bFGF 1 Woche 10
TCP + 100µg bFGF 3 Wochen 10
TCP + 100µg bFGF 1 Woche 10
Gesamt: 120
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2.1.2 Instrumente
Das verwendete Instrumentarium bestand aus einem Grundsieb, welches mit
Standardinstrumenten, wie Scheren, Pinzetten, Wundspreizern und Wundhaken,
Nadelhaltern, etc. bestückt war. Zusätzlich zu diesem Grundinstrumentarium kamen
noch einige Spezialinstrumente zum Einsatz. Zum Bohren des Trepanationsdefektes
und der Schraubenlöcher wurde ein 1,5mm Spiralbohrer mit dazu passendem
Handstück verwendet. Bei den ersten Versuchsgruppen, also den Leerdefekten, der
Spongiosaplastik und den TCP-Gruppen, kam zusätzlich zu dem Bohrer ein
Gewindeschneider in der entsprechenden Dicke zum Einsatz. Für die
Osteosynthese, in den oben beschriebenen ersten Versuchsgruppen, wurden 22mm
lange 4-Loch-AO-Platten verwendet, wie sie in der Zahn-, Mund-, und Kieferchirurgie
eingesetzt werden. Diese Platten wurden mit 1,5x6mm oder 1,5x8mm
Gewindeschrauben an dem Rattenfemur fixiert, so daß eine belastungsstabile
Osteosynthese resultierte.
2.1.3 TCP-Zement
Bei dem verwendeten Zement handelt es sich um einen in-situ aushärtenden,
modellierbaren und resorbierbaren Trikalziumphosphatzement, welcher von der
Firma SBM, Lourdes, hergestellt wurde. Der Zement setzt sich aus zwei
Komponenten zusammen und wird mit PBS angemischt. Nach dem Anmischen ist
der Zement für 2min modellierbar, nach ca. 2h ist er stabil und nach 12-24h ist der
Zement vollständig ausgehärtet. Nach dem Aushärten besteht der Zement
überwiegend aus -TCP mit einer makro- und mikroporösen Struktur (s.Abb.1).
Vorversuche bezüglich der mechanischen Belastbarkeit zeigten, daß der Zement
nach dem Aushärten an der Luft eine Kompressionsstabilität von 100MPa und nach
dem Aushärten in Blut eine Kompressionsstabilität von 10MPa besitzt. Das
Besondere an diesem Zement ist die Zusammensetzung aus zwei Komponenten. Die
erste Komponente besteht aus stabilen TCP-Granula (s.Abb.2), welche eine hohe
mechanische Belastbarkeit besitzen und nur sehr langsam resorbiert werden können.
Die zweite Komponente verbindet die TCP-Granula während des Aushärtens in-situ
in Form von TCP-Brücken. Diese zweite Komponente ist schnell resorbierbar.
Die beiden Komponenten des Zementes wurden unmittelbar vor der Implantation
gemischt. Hierzu wurden der ersten Komponente 200µl PBS/cm³ TCP, mit oder ohne
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gelöstem bFGF, zugesetzt und dieses Gemisch kräftig mit einem Spatel verrührt.
Anschließend wurde die zweite Komponente zügig hinzugefügt und dieses Gemisch
erneut gründlich verrührt. Der Zement hatte dann die Konsistenz einer Paste und
konnte mit einem Spatel in die Defekte eingefüllt werden.
2.1.4 basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)
Es wurde ein rekombinanter, humaner basischer FGF (Hersteller: Fa. PBH,
Hannover) verwendet. Der bFGF lag in seiner kompletten Aminosäuresequenz vor.
Die Ausgangslösung des bFGF hatte eine Konzentration von 1mg/ml PBS, aus der
dann die benötigten Konzentrationen durch Verdünnung mit PBS hergestellt wurden.
Diese Lösungen wurden bis zur Operation in den benötigten Portionen bei –80°C
tiefgekühlt aufbewahrt und bis zu ihrem Gebrauch im Operationssaal zumindest auf
Eis gelagert, so daß die Proben nicht vorzeitig auftauen konnten. Erst unmittelbar vor
dem Anmischen des Zementes wurden die Proben aufgetaut und dann die exakte
Menge mit einer sterilen Pipette dem Zement hinzugefügt.
2.1.5 Operationen
2.1.5.1 Operationsvorbereitung
Die Ratten wurden zunächst in einem Exsikkator mit Äther betäubt. Der Zustand der
Bewußtlosigkeit trat nach ca. 2-3min ein. Anschließend wurde den Tieren eine
Kombination von 0,01ml Rompun und 0,6ml Ketamin intramuskulär injiziert. Bis zum
Eintritt der Narkose wurden die Tiere wieder in ihren Käfig verbracht. Nach ca. 1min
waren die Tiere soweit anästhesiert, daß mit den weiteren Vorbereitungen
fortgefahren werden konnte. Zunächst wurden die Tiere gewogen. Im Anschluß
daran erfolgte die großzügige Rasur des linken Hinterlaufes und die subkutane
Injektion der perioperativen Antibiose in Form von 0,1ml Ampicillin in den rechten
Hinterlauf. Anschließend erfolgte die Lagerung der Tiere auf dem Operationstisch in
Rechtsseitenlage. Hier erfolgte nochmals durch einen Kniff in den Schwanz, also
dem Setzen eines massiven Periostdruckschmerzes, eine Kontrolle auf
Schmerzfreiheit. Da bei allen Tieren Spontanatmung vorhanden war, war eine
maschinelle Beatmung der Tiere nicht notwendig.
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2.1.5.2 Operationstechnik
Die Ratten wurden in Rechtsseitenlage auf dem Operationstisch gelagert. Nun folgte
die Desinfektion des Operationsgebietes mit alkoholischer Lösung. Das
Operationsgebiet wurde mit Lochtüchern steril abgedeckt. Die Tiere wurden erneut
durch einen massiven manuellen Schmerzreiz auf Schmerzfreiheit untersucht. Der
Hautschnitt erfolgte an der lateral Seite des Hinterlaufes entlang dem tastbaren
Verlauf des Femur. Das subkutane Bindegewebe wurde scharf durchtrennt und das
Septum muskulare laterale wurde dargestellt. Entlang dessen Verlauf wurde bis auf
den Femur stumpf präpariert und der Femur dargestellt. Nun folgte das Setzen der
Bohrlöcher. Bei den Tieren mit Osteosynthese wurde zunächst die Platte eingepasst
und deren Lage kontrolliert. Dann wurde mit dem Bohren des proximalen Loches und
dem Schneiden des Gewindes für die Schraube begonnen. Anschließend wurde die
Vier-Loch-Platte mit der proximalen Schraube locker fixiert. Die Anlage der anderen
Bohrlöcher und der Gewinde richtete sich nun nach den vorgesehenen
Schraubenlöchern in der Platte. Als letzte Bohrung wurde der Trepanationsdefekt
zwischen die beiden mittleren Bohrlöcher gesetzt. Der Defekt wurde entsprechend
der Gruppenzugehörigkeit der Tiere versorgt. Bei den Tieren, bei denen autologe
Spongiosa implantiert werden sollte, wurde das gewonnene Bohrmehl als Material für
die Spongiosaplastik verwendet. Bei den Tieren, bei denen die Implantation des
Zementes stattfinden sollte, wurde nun der Zement angemischt. Hierzu wurde
entweder das PBS, oder die Lösung mit dem entsprechenden Gehalt an bFGF, von
einem Helfer mittels einer sterilen Pipette zu dem Zement hinzugegeben. Das
weitere Anmischen des Zementes folgte den Anweisungen des Herstellers bezüglich
der Verwendung der beiden Komponenten und der Mischzeiten. Nun wurde der
Zement mit einem Spatel in den Defekt eingebracht und, soweit möglich, verdichtet.
Nach kurzer Wartezeit wurde nun das Operationsgebiet mit NaCl-Lösung gespült und
die Platte mit den restlichen drei Schrauben am Knochen fixiert. Nach der Kontrolle
auf Bluttrockenheit folgte der schichtweise Verschluß der Wunde mittels fortlaufender
Muskel- und Hautnaht. Abschließend wurde ein Sprühverband aufgebracht.
Nach der radiologischen Untersuchung der Kontrollgruppen zeigte sich, daß die
Anlage der Osteosyntheseplatte in einigen Fällen zu Fissuren und Längsfrakturen
geführt hatte. Daraufhin wurde das operative Vorgehen dahingehend geändert, daß
lediglich die Defekte gebohrt und auf die Osteosynthese verzichtet wurde. Nach der
Anlage der Defekte waren die Knochen noch primär stabil. Die Kontrollgruppen, also
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Leerdefekte, Spongiosaplastik und die TCP-Gruppen, wurden vollständig mit einer
Osteosynthese versorgt, die bFGF-Gruppen bekamen lediglich den
Trepanationsdefekt zugefügt.
2.1.5.3 Postoperativer Verlauf
Bei den Ratten wurde nach Beendigung der Operation eine Röntgenkontrolle in
lateral-medialem Strahlengang durchgeführt. Es wurde ein Röntgengerät der Firma
Philips, Super S 100, und Röntgenfilme der Firma Kodak verwendet. Als
Einstellungen des Röntgengerätes wurden 42ms Belichtungszeit bei einer
Röhrenspannung von 52kV gewählt. Die Tiere wurden nach Beendigung der
Röntgenuntersuchung mit Zellstoff eingewickelt, um eine zu starke Auskühlung zu
verhindern. Bereits bei Beendigung der Röntgenaufnahmen erwachten die Tiere aus
der Narkose und begannen spontan mit der Teilbelastung des Hinterlaufes. Die
Ratten wurden in den Stall zurückgebracht und wieder paarweise für die restliche
Versuchsdauer untergebracht. Die Tiere wurden postoperativ regelmäßigen
Untersuchungen unterzogen.
2.1.6 In-vivo Nachuntersuchungen
Die Nachuntersuchung der Ratten beschränkte sich auf körperliche Untersuchungen
im Rahmen der Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe. Hierbei wurde insbesondere auf
Infektionszeichen im Bereich der Wunde, aber auch auf die Belastung des operierten
Hinterlaufes geachtet.
2.1.7 Fluoreszenzmarkierung
Um das Einwachsverhalten des Knochens zeitabhängig darstellen zu können,
führten wir eine polychrome Fluoreszenzmarkierung durch. Bei den Ratten wurde in
den Gruppen mit 1 Woche Einheilungszeit am Operationstag mit der Injektion des
Calceingrün begonnen. Die Injektion der anderen Farbstoffe erfolgte im Abstand von
2 Tagen. Am 3. Tag wurde Tetracyclin und am 5. Tag Alizarinrot injiziert (s.Tab.2).
Bei den Ratten mit 3 Wochen Einheilungszeit wurde am 4. Tag nach der Operation
mit der Gabe von Calceingrün begonnen. Im Abstand von jeweils 4 Tagen wurden
dann die Farbstoffe in der Reihenfolge Tetracyclin, Alizarinrot und Xylenolorange
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verabreicht. Die Farbstoffe, mit Ausnahme des Tetracyclins, wurden in destilliertem
Wasser gelöst und der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Als Tetracyclin verwendeten wir
ein Handelspräparat (Vibravenös) der Firma Pfizer. Alle Injektionen erfolgten
intraperitoneal, nachdem die Tiere zuvor mit Äther sediert worden waren.
Tabelle 2: Dosierung und Injektionszeitpunkte der Fluorochrome im Rattenmodell
Fluorochrom Farbe Dosierung Zeitpunkt 1 Wo. Zeitpunkt 3 Wo.
Calceingrün Grün 10mg/kg KG 0. Tag 4. Tag
Tetracyclin Gelb 30mg/kg KG 3. Tag 8. Tag
Alizarin Rot 30mg/kg KG 5. Tag 12. Tag
Xylenolorange Orange 90mg/kg KG Nicht verabreicht 16. Tag
2.1.8 Tötung der Tiere und Gewinnung der Präparate
Nach dem Ablauf der Versuchszeit wurden die Ratten in einem Exsikkator durch die
Inhalation von Äther getötet. Die Tiere wurden zunächst bewußtlos, verstarben dann
aber nach einer längeren Einwirkdauer an einer Überdosis Äther. Anschließend
wurden beide Hinterläufe freipräpariert und exartikuliert. Unter Rücksichtnahme auf
eine eventuelle Kallusbildung wurden die Präparate von Weichgewebe befreit, das
Osteosynthesematerial vorsichtig entfernt und die Knochen bei -20°C eingefroren.
2.1.9 Radiologische Untersuchung der nativen Rattenfemora
Nach der Entnahme der Rattenknochen und der Entfernung des umgebenden
Gewebes wurden von den nativen Rattenfemora radiologische Aufnahmen
angefertigt, um insbesondere eine eventuelle Kallusbildung beurteilen zu können.
Die Untersuchungen wurden mit einem Tischröntgengerät (Faxitron (Hewlett-
Packard)) und Polaroid Planfilmen durchgeführt. Es handelt sich hierbei um einen
Universalfilm, welcher zusätzlich zu einem Schwarzweiss-Positiv ein vollständig
entwickeltes Negativ liefert. Dieses Negativ entspricht qualitativ ungefähr einem
herkömmlichen Röntgenbild, hat aber den Vorteil, daß mit diesen Filmen nicht unter
Lichtausschluß gearbeitet werden muß. Von jedem Präparat wurden jeweils drei
Aufnahmen in unterschiedlichen Strahlengängen angefertigt, um die postoperativen
Veränderungen des Knochens möglichst genau erfassen zu können. Zunächst wurde
eine Aufnahme angefertigt, bei der der Defekt senkrecht auf die Bildebene
ausgerichtet war. Hierzu wurde eine Röhrenspannung von 37kV bei einer
Belichtungszeit von 15min. gewählt. Anschließend wurden zwei Aufnahmen
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angefertigt, bei denen die Bildebene parallel zu dem Defekt ausgerichtet war. Für
diese Aufnahmen wurde eine Röhrenspannung von 30kV und eine Belichtungszeit
von 10min. gewählt. Insgesamt wurde also eine Aufnahme in anterior-posteriorem
Strahlengang, und zwei Aufnahmen in seitlichem Strahlengang, also medio-lateral
und latero-medial, angefertigt. Die Knochen wurden sowohl vor als auch nach der
Untersuchung auf Eis aufbewahrt, um postmortale Veränderungen an den Knochen
zu vermeiden. Die Zeiträume während der Röntgenuntersuchungen, in denen die
Knochen nicht auf Eis aufbewahrt werden konnten, wurden so weit möglich
minimiert, um Veränderungen an den Knochen zu vermeiden. Unter diesen
Bedingungen war es möglich diese Untersuchung an den nativen Rattenfemora
durchzuführen, ohne die Durchführung einer biomechanischen Untersuchung im
Anschluß zu gefährden. Die radiologischen Aufnahmen wurden vor allem im Hinblick
auf die Kallusbildung qualitativ beurteilt.
2.1.10 Biomechanische Untersuchung
Die biomechanische Belastbarkeit ist ein wichtiges Kriterium bei der Beurteilung des
Einheilungsverhaltens eines Knochenersatzstoffes. Um eine Aussage über die
biomechanische Belastbarkeit der Rattenfemora treffen zu können, wurde ein
Dreipunktbelastungstest, bzw. Bruchtest, durchgeführt. Da diese Untersuchung zu
einer Destruktion der Präparate führt, mußten die Präparate so vorbereitet werden,
daß anschließend noch zumindest eine Hälfte des Knochens für die feingewebliche
Untersuchung zur Verfügung stand.
2.1.10.1 Vorbereitung der Knochen
Für diese Untersuchung wurden zunächst die Epiphysen der Femora mit dem Makro-
Trenn-Schleif System abgetrennt und verworfen. Es handelt sich bei diesem System
um eine Bandsäge, welche mit einem diamantenbewehrten Sägeband dem Trennen
von Hartgeweben dient. Die Lage der Schnitte richtete sich nach der Lage der zuvor
entfernten Osteosyntheseplatte, so daß nach dem Abtrennen der Epiphysen die
Präparate noch die Länge der Platte hatten und der Defekt in der Mitte der Diaphyse,
also des restlichen Präparates positioniert war. Anschließend wurde von der lateralen
Seite des Knochens eine 1mm dicke Scheibe in Längsrichtung für den Bruchtest
abgetrennt. Die Schnittführung erfolgte in einem 90°-Winkel zum Defekt (s.Grafik1).
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Die Dicke der Präparate wurde mit einer Mikrometerschraube gemessen und
festgehalten. Die Bruchtestpräparate wurden wieder eingefroren, die restlichen
Knochen wurden in Formalin nach Lillie fixiert und im Kühlschrank aufbewahrt. Die
Präparation des gesunden Femurs erfolgte analog der genannten Vorgehensweise,
hierbei wurden jedoch beide Knochenhälften eingefroren.
Grafik 1: Schematische Darstellung der Schnittebenen für den Bruchtest
2.1.10.2 Bruchtest
Für den Dreipunktbelastungstest wurde die 1mm dicke Knochenscheibe zunächst auf
die beiden unteren Auflager der Meßeinrichtung, Instron 1186, Fa. Instron,
Massachusetts (USA), aufgelegt. Die beiden Auflager, die einen Abstand von
11,27mm hatten, waren flexibel gelagert und abgerundet, um sich dem Knochen
vollständig anpassen zu können und nicht zu neu auftretenden Kräften, wie z.B.
Scherkräften, zu führen, welche eine Verfälschung der Meßwerte bedingen würden.
Die Knochen wurden so positioniert, daß der Defekt genau in der Mitte zwischen den
beiden Auflagern lag und die Knochenaußenseite nach oben wies (s.Grafik.2).
Anschließend wurde das obere Auflager soweit abgesenkt, daß es fast zum
Knochen/Auflager-Kontakt kam. Das obere Auflager diente gleichzeitig der
Meßwertaufnahme. Es wurde nochmals die Lage des Knochens kontrolliert, wobei
darauf geachtet wurde, daß sich der Defekt exakt unter dem oberen Auflager befand
(s.Grafik 2). Nach dem Positionieren des Knochens wurde die Messung begonnen.
Die beiden benötigten Meßparameter, Kraftaufnahme und Meßweg, wurden von
einem Computer aufgezeichnet. Das Gerät wurde auf 2mm/min für den Vorschub
und 1kN als maximale Kraftaufnahme voreingestellt. Nach der Frakturierung des
Knochens wurde die Messung manuell gestoppt. Die Meßwerte wurden
anschließend der Auswertung zugeführt.
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Für die Auswertung der Meßwerte wurde eine Formel zugrunde gelegt, welche die
Einflüsse der verschiedenen Schnittdicken ausgleichen sollte. Zu diesem Zweck
wurde zunächst die maximale Kraftaufnahme des Knochens mit Defekt durch dessen
Dicke dividiert. Die gleiche Rechnung wurde für die gesunde Gegenseite
angewendet. Aus den beiden Ergebnissen wurde ein weiterer Quotient gebildet,
welcher als Ergebnis das prozentuale Verhältnis des Knochens mit Defekt und der
gesunden Gegenseite hatte.
Formel: (Max. Kraft mit Loch/Schnittdicke mit Loch) / (Max. Kraft ohne
Loch/Schnittdicke ohne Loch)
Diese Untersuchungen wurden in den Räumlichkeiten und mit den Geräten des
Institutes für Gesteinshüttenkunde der RWTH Aachen durchgeführt.
Grafik 2: Schematische Darstellung der Meßvorrichtung für den Bruchtestes
2.1.11 Histologische Techniken
2.1.11.1 Vorbereitung der Präparate
Zur Herstellung unentkalkter Sägeschnitte und Planschliffpräparate wurden die
Rattenpräparate zunächst mit 3,8% Formaldehydlösung nach Lillie (Romeis (1986)
bei 4°C für mindestens 3 Tage fixiert. Die entsprechenden Fixierungszeiten waren
von den Abmessungen der Präparate abhängig. Die kleinen Dimensionen der
halbierten Rattenfemora erlaubten die Verwendung von kurzen Fixationszeiten, aber
auch von kurzen Zeiträumen bei der Entwässerung durch die aufsteigende
Alkoholreihe. Die Diffusionsgeschwindigkeit von Formalin, Alkohol und
Methylmetacrylat beträgt ca. 1mm pro Stunde. Für die Abmessungen der
Rattenfemora zuzüglich eines Sicherheitszuschlages ergab sich pro Arbeitsschritt
eine Dauer von 3 Tagen. In diesen 3 Tagen wurden die eingesetzten Substanzen
täglich gewechselt und die Proben bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. Dies hatte
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zum Einen den Vorteil, daß die Kühlung der Präparate zu weniger postmortalen
Veränderungen führte, und zum Anderen, daß die Präparate auf diese Weise
überwiegend im Dunkeln aufbewahrt werden konnten. Die Aufbewahrung der
Rattenknochen im Dunkeln sollte verhindern, daß die injizierten Fluorochrome durch
das Tageslicht weniger farbintensiv würden, bzw. vorzeitig verblassen würden. Der
Fixierung der Präparate schloß sich eine 24-stündige Wässerung unter fließendem
Wasser an. Aufgabe dieser Wässerung war es, das Formalin auszuwaschen, um
Artefakte in den histologischen Präparaten durch auskristallisierendes Formalin zu
verhindern. Nach der Wässerung wurden die Rattenfemora in Gefäße mit 70%-igem
Alkohol, dem ersten Schritt der aufsteigenden Alkoholreihe, überführt. Als weitere
Schritte folgten 80, 90, 96 und 100%-ige Alkohole. Der Sinn der aufsteigenden
Alkoholreihe ist die Entwässerung und Entfettung der Präparate, um bei der
anschließenden Einbettung der Proben die Entstehung von Artefakten zu verhindern,
bzw. zu minimieren. Die entwässerten Präparate wurden dann zur Entfettung für
einen Tag in ein Gemisch aus 100%-igem Alkohol und Azeton (Verhältnis 1:1)
überführt. Das Azeton wurde durch erneutes Einlegen in 100% Alkohol für die
entsprechende Zeit ausgewaschen.
Diesen Vorbereitungen schloß sich die Einbettung der Präparate in Methylmetacrylat
(MMA) an.
2.1.11.2 Einbettung der Präparate in MMA
Zunächst wurden in den Gefäßen, welche für die Einbettung der Präparate
vorgesehen waren, Böden von ca. 5mm Dicke vorgegossen. Ziel dieser Vorarbeit
war es eine Auflage für die Präparate zu schaffen, damit die Präparate vollständig
und in einem gewissen Abstand vom Gefäßboden von Kunststoff umgeben waren.
Die Böden wurden aus dem gleichen Polymerisationsgemisch gegossen, in welches
später auch die Knochen eingebettet wurden. Dieses MMA-Gemisch härtet unter
dem Einfluß von ca. 40°C innerhalb von 3-5 Tagen aus. Wichtig ist dabei allerdings,
daß die Einbettungsgefäße luftdicht verschlossen werden, um die Entstehung von
Siedeblasen im Kunststoff zu vermeiden.
Die halbierten Rattenfemora wurden nach Abschluß der Entwässerung und
Entfettung zunächst mit reinem MMA bei 4°C infiltriert. Die Dauer der Infiltration
richtete sich, wie zuvor beschrieben, nach der Größe der Präparate, also 3 Tage bei
den Rattenfemora. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Proben wiederum für 3 Tage
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bei gleicher Temperatur in das zuvor beschriebene MMA-Gemisch überführt.
Anschließend wurden die Präparate in die Einbettungsgefäße mit den
vorgegossenen Böden überführt, die Gefäße mit frischem MMA-Gemisch aufgefüllt,
bis die Proben ca. 5mm überdeckt waren und die Gefäße anschließend für 24h bei
Raumtemperatur akklimatisiert. Die Gefäße wurden dann in den Wärmeschrank
überführt und auf 37°C erhitzt. Bei dieser Temperatur war die Polymerisation nach
ca. 5 bis 7 Tagen abgeschlossen und der Kunststoff ausgehärtet.
2.1.11.3 Vorbereitung der Kunststoffblöcke
Nach der Aushärtung wurde das Präparat aus dem Einbettungsgefäß entnommen
und der überschüssige Kunststoff, welcher sich aus der Differenz zwischen
Gefäßgröße und Probengröße ergab, mit einer Schleifmaschine, dem sog. Trimmer,
per Hand abgeschliffen. Hierbei wurde darauf geachtet, daß die Präparate nicht
angeschliffen wurden, sondern lediglich der Kunststoff bis auf wenige Millimeter um
das Präparat entfernt wurde. Weiterhin wurde darauf geachtet, daß der Defekt
senkrecht zur Kunststoffoberfläche und der Basis des Präparates ausgerichtet war,
so daß bei dem Schneiden der Präparate ein exakt transversaler Schnitt durch den
Defekt hergestellt werden konnte. Die Schleifscheibe wurde während des
Trimmvorganges ständig mit Wasser gespült, um zu vermeiden, daß das Präparat
zum Einen zu heiß wurde und zum Anderen die Schleifscheibe nicht durch
abgeschliffenen und abgelagerten Kunststoff unbrauchbar wurde.
2.1.11.4 Herstellung der Dünnschliffe
Von den eingebetteten Präparaten wurden mittels Trenn-Dünnschliff-Technik
Dünnschliffe hergestellt, um an den unentkalkten und eingebetteten Präparaten
histologische, mikroradiographische und fluoreszenzmikroskopische Unter-
suchungen durchführen zu können (Donath K. (1988 + 1989)).
Die der zu untersuchenden Fläche gegenüberliegende Seite des Kunststoffblockes
wurde mit dem Fixationskleber auf einem großen Objektträger aufgeklebt und der
Klebstoff durch die Belichtung mit UV-Licht für 20min zur Aushärtung gebracht.
Anschließend wurde der Block mit dem Mikroschleifsystem bis zur Planparallelität
abgeschliffen, wobei darauf geachtet wurde, daß die gesamte Oberfläche des
Blockes angeschliffen wurde und somit planparallel zu dem großen Objektträger war.
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Nun wurde ein Objektträger mit einer Klebepresse und dem Präzisionskleber auf die
angeschliffene Oberfläche des Blockes planparallel aufgeklebt. Der Präzisionskleber
war ebenfalls lichthärtend, so daß eine UV-Belichtung von 10min notwendig war.
Anschließend konnten die Trennschnitte hergestellt werden. Die erhaltenen
Trennschnitte wurden dann mit dem bereits genannten Mikroschleifsystem auf die
gewünschte Dicke von 70-100µm incl. Klebstoff planparallel abgeschliffen und die
Dicke durch eine Mehrpunktmessung überprüft. Abschließend wurden diese
Dünnschliffe mit dem Mikroschleifsystem und Schleifpapieren immer feinerer
Körnung poliert. Dem Planschleifen der Präparate mit 800-er Schleifpapier folgte das
Vorpolieren mit 1200-er und 2400-er und das Polieren mit 4000-er Schleifpapier, bis
auf den Präparaten makroskopisch keine Schleifspuren mehr zu erkennen waren.
2.1.11.5 Auswertung der Fluoreszenzmarkierung
Die Auswertung der polychromen Fluoreszenzmarkierung aller Präparate erfolgte mit
den 100µm dicken Dünnschliffpräparaten. Für die Betrachtung und Dokumentation
der Fluoreszenzmarkierung wurde ein Mikroskop mit entsprechender Ausstattung an
Filtern und Lampen verwendet.
Die Auswertung erfolgte deskriptiv durch die Betrachtung und Zuordnung der
zeitlichen Abfolge der Knochenneubildung anhand des Zeitplanes für die
Farbstoffapplikation (s.Kap.2.1.7).
Einzelne Präparate wurden nochmals bei einer Schnittdicke von 70 µm incl. Klebstoff
betrachtet, um eine hohe Detailauflösung zu erreichen und Detailaufnahmen
durchführen zu können.
2.1.11.6 Mikroradiographie
Nach dem Anfertigen der Knochenschliffe mit einer Dicke von 100µm und der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung schloß sich eine kontaktmikroradio-
graphische Untersuchung der Präparate an. Diese diente der Beurteilung der
Mineralisierung des eingewachsenen Gewebes und vor allem der Darstellung der
Grenzfläche zwischen Knochen und dem Zement. Die Untersuchung erfolgte mit
dem gleichen Gerät, mit dem die bereits beschriebene radiologische Untersuchung
der entnommenen Rattenfemora durchgeführt worden war. Jedoch wurden, statt der
Polaroidfilme, mit einer Photoemulsion beschichtete Glasplatten verwendet. Auf
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diese Platten wurden die Präparate mit der zu untersuchenden Präparateseite
aufgelegt. Der Objektträger zeigte nun nach oben, also in Richtung der
Strahlenquelle, und die zu untersuchende Fläche zeigte in die entgegengesetzte
Richtung, in Richtung der Photoplatte. Das Präparat und die Photobeschichtung der
Glasplatte hatten bei dieser Untersuchung direkten Kontakt, so daß es zu keinen
Beeinflussungen, im Sinne von z.B. Verzerrungen durch divergierende Strahlen kam.
Im Rahmen der durchgeführten Untersuchungen erwies sich eine Röhrenspannung
von 25kV bei einer Belichtungszeit von 15min. als geeignet. Bei diesen Einstellungen
zeigte sich eine gute Detailschärfe der Präparate. Nach Abschluß der Aufnahmen
wurden die Photoplatten durch Verwendung einer speziellen Entwickler- und
Fixierlösung nach den Herstellerangaben weiterbearbeitet. Die gewonnenen
Aufnahmen wurden dann mit einem Mikroskop betrachtet und photodokumentiert.
Besondere Beachtung fand hierbei, wie bereits erwähnt, die Grenzfläche zwischen
Knochen und Zement. Die Bewertung der Aufnahmen erfolgte ausschließlich
deskriptiv.
2.1.11.7 Histologie
Im Anschluß an die vorigen Untersuchungen wurden die Präparate für die
histologische Untersuchung gefärbt. Die Dünnschliffe der Rattenpräparate wurden
zunächst bei einer Schnittdicke von 100µm nach von Kossa gefärbt und
photodokumentiert. Diese Färbung diente der Darstellung von mineralisiertem
Knochengewebe. Anschließend wurden die Präparate auf eine Dicke von 70µm
abgeschliffen, bis die Färbung nicht mehr zu sehen war.
Die 70µm dicken Präparate wurden nach dem Rezept von Donath (1989) Toluidin-
Blau gefärbt. Mit dieser Färbung konnte neu gebildeter Knochen und Osteoid gut
dargestellt werden. Die Färbung von Donath wurde jedoch dahingehend modifiziert,
daß die Präparate nach der Färbung nicht mit Alkohol differenziert wurden, da der
Kunststoff sonst brüchig wurde. Diese Färbung setzte sich als Standardfärbung
durch, da sie einfach durchzuführen und aussagekräftig ist. Mineralisiertes
Knochengewebe stellt sich in dieser Färbung blau, nicht mineralisiertes Gewebe, in
diesem Falle Osteoid, stellt sich lila und der Zement braun dar. Auch die Toluidin-
Blau gefärbten histologischen Präparate wurden mit dem Mikroskop betrachtet und
photodokumentiert. Auch hierbei wurde besonderer Wert auf die Grenzfläche
zwischen Knochen und Zement und auf die Struktur des Knochens gelegt.
39
2.1.11.8 Histomorphometrie
Um die histologischen Befunde quantifizieren zu können, wurde eine
histomorphometrische Untersuchung durchgeführt. Das verwendete Gerät
(Quantimed 600) bietet die Möglichkeit ein histologisches Präparat mit einem
Mikroskop zu betrachten und den gewählten Bildausschnitt auf einem Bildschirm
darzustellen. Der Defekt in den Rattenfemora konnte vollständig auf dem Bildschirm
dargestellt werden. Durch die verwendete Software war es dann möglich, die auf
dem Bildschirm dargestellten Flächen des Knochens, des Zementes und der ganzen
Defektfläche mit dem Cursor zu umfahren und den Flächeninhalt der markierten
Flächen zu errechnen. Die Ergebnisse für den Knochen- und den Zementanteil
wurden anschließend im Verhältnis zu der gesamten Defektfläche betrachtet und als
prozentualer Anteil ausgedrückt.
2.1.11.9 Auswertung der Elektronenmikroskopie
Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden durch die Gesellschaft für
Elektronenmikroskopie in Aachen durchgeführt. Von den Präparaten wurden zwei
verschiedene Untersuchungen angefertigt. Die erste Untersuchung war eine raster-
elektronenmikroskopische Untersuchung, deren Aufgabe es war, die Grenzfläche
zwischen Zement und Knochen bildlich darzustellen. Als zweite Untersuchung wurde
eine SEM Untersuchung durchgeführt, in der zusätzlich die unterschiedlichen
Gehalte an Kalzium und Phosphat im Zement, im Knochen und am Übergang von
Knochen und Zement analysiert wurden. In den elektronenmikroskopischen
Untersuchungen wurden darüber hinaus die einzelnen, den Zement umgebenden
Zellen identifiziert.
2.1.12 Statistik
Die statistische Auswertung wurde in der Abteilung für medizinische Statistik und
Dokumentation der RWTH Aachen mit dem Programm SAS durchgeführt. Es wurde
der Wilcoxon-Test für abhängige, nicht zwangsweise normalverteilte Stichproben und
der Kruskal-Wallis Test verwendet, wobei das Signifikanzniveau bei p<0.05 (95%)
festgelegt wurde.
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2.2 Zweiter Versuchsteil: Schafsmodell
2.2.1 Versuchstiere
In diesem Versuchsteil wurden Merino-Mix Schafe mit einem Alter von 5 Monaten
und einem Gewicht von ca. 50kg verwendet. Die Tiere wurden mindestens eine
Woche vor Versuchsbeginn in die Zentralabteilung für Versuchstierkunde (ZV)
angeliefert. In der ZV wurden die Tiere zunächst in Gruppenhaltung auf Stroheinstreu
untergebracht. Die Tiere konnten über Heu, Wasser und energiereiches, pelletiertes
Ergänzungsfutter frei verfügen. Zur Nahrungsergänzung wurden den Tieren
zusätzlich mineralstoffhaltige Salzlecksteine angeboten. Die Haltungsbedingungen
wurden durch die Versuchstierabteilung vorgegeben. Die Umgebungstemperatur
betrug 20+2°C, die relative Luftfeuchte 50+10% und der Hell/Dunkel Rhythmus
12:12h. Die Tiere wurden 24h vor der Operation in Boxen zu jeweils 2 Tieren
überführt. Mit Überführung der Tiere in die Boxen begann die Nahrungskarenzzeit.
Postoperativ wurden die Tiere zunächst in Käfige mit max. 4 Tieren auf Stroheinstreu
gehalten. Anschließend wurden sie wieder für eine Woche in der Gruppenhaltung
untergebracht, bevor sie dann über die externen Stallungen der
Versuchstierabteilung, in welchen sie wiederum eine Woche verbrachten, für die
restliche Studiendauer an einen externen Schäfereibetrieb abgegeben wurden. Dort
wurden die Schafe entsprechend der üblichen Haltungsbedingungen des
Schäfereibetriebes untergebracht. Die Umweltbedingungen in den externen
Stallungen, wie Temperatur, Luftfeuchte und Hell/Dunkel Rhythmus, unterlagen den
natürlichen jahreszeitlichen Schwankungen.
Die Gruppen umfaßten jeweils 10 Tiere (s.Tab.3), wobei jeweils beide Knie operiert
wurden. Als Kontrollgruppen wurden der Leerdefekt und die autologe
Spongiosaplastik verwendet. Die Studiendauer betrug 12 Wochen. Die Auswahl der
Tiere aus der Grundgesamtheit und die Zuordnung zu den einzelnen Gruppen
erfolgte randomisiert.
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Tabelle 3: Gruppenverteilung im Schafsmodell
Defektfüllung Einheilungszeit Anzahl
Leerdefekt 3 Monate 10
Autologe Spongiosa 3 Monate 10
TCP-Zement 3 Monate 10
TCP/bFGF-Composite (200µg bFGF/cm³ TCP) 3 Monate 10
Gesamtanzahl 40
2.2.2 Instrumentarium
Das bei den Schafen verwendete Instrumentarium setzte sich aus einem Grundsieb
mit dem üblichen Operationsintrumentarium, wie Scheren, Pinzetten, Nadelhaltern,
Wundhaken, etc. und einigen Spezialinstrumenten zusammen. Als Spezial-
instrumentarium wurde eine innengespülte Diamant-Hohlfräse für die Anlage der
Trepanationsdefekte verwendet. Die Diamant-Hohlfräse wurde von einem
druckluftbetriebenen Bohrtreiber angetrieben. Die Fräse bietet die Möglichkeit, durch
das Aufstecken von Fräseaufsätzen mit unterschiedlichem Durchmesser und dazu
passendem Extraktor, unterschiedlich große Trepanationsdefekte herzustellen.
Entwickelt wurde dieses System einer Diamanthohlschleife mit passendem Extraktor
von Draenert (1987), mit deren Hilfe es möglich ist, ein nicht geschädigtes und vitales
Implantatlager zu schaffen. Hierzu wird zunächst mit der Fräse der Knochenzylinder
ausgefräst und anschließend der entstandene Knochenzylinder mit dem Extraktor
entnommen.
2.2.3 TCP-Zement
Der verwendete Zement ist mit dem im Rattenmodell verwendeten Zement identisch
(s.Kap.2.1.3).
2.2.4 basischer Fibroblasten - Wachstumsfaktor (bFGF)
Das verwendete bFGF war mit dem im Rattenmodell verwendeten Wachstumsfaktor
identisch (s.Kap.2.1.4).
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2.2.5. Operationen
2.2.5.1 Operationsvorbereitungen
Die Schafe blieben 24 Stunden vor der Operation nüchtern, indem sie in
Einzelhaltung ohne Einstreu gehalten wurden. Vor dem Einbringen einer
Venenverweilkanüle in eine Ohrvene wurden die Tiere durch die intramuskuläre
Injektion von 1ml Atropin und 5ml Rompun prämediziert. Nach dem Einsetzen der
Sedation wurde dann die Venenverweilkanüle eingelegt und es folgte die Injektion
von 10ml eines 1:1 Gemisches von Phenobarbital (Narcoren, 16g
Phenobarbital/100ml Lösung, Rhone Merieux, Laupheim) und Aqua pro injektionem.
Die Tiere wurden dann zügig in den Vorbereitungsraum gebracht. Dort erfolgte die
endotracheale Intubation mit einem 8,5mm dicken, blockbaren Tubus und das Legen
eines PVC-Schlauches zur Aspirationsprophylaxe als Magensonde, durch welchen
die Ableitung des Nüchternsekretes des Magens erfolgte. Bei den Tieren wurde
ständig die Atmung kontrolliert und, falls notwendig, die Beatmung mittels eines
Beatmungsbeutels begonnen. Anschließend wurden beide Hinterläufe großflächig
rasiert und mit Betaisodona-Lösung gewaschen. Es folgte die intramuskuläre
Injektion von 10ml Ampicillin zur perioperativen Antibiose. Nach Abschluß dieser
Vorarbeiten wurden die Tiere in den Operationssaal überführt. Die Tiere wurden in
Rückenlage auf dem Operationstisch fixiert und an das Narkose- und
Beatmungsgerät angeschlossen. Die Narkose wurde mit einem Lachgas/Sauerstoff-
Gemisch und dem Zusatz von 4% Halothan an der Atemluft weiter narkotisiert, nach
kurzer Zeit wurde der Anteil des Halothan auf 0,8% reduziert. Die Atemfrequenz
betrug 18 Atemzüge pro Minute, das Atemzugvolumen 500ml. Zusätzlich wurden die
Tiere zur Kontrolle von Puls und Sauerstoffsättigung des Blutes an ein Pulsoxymeter
angeschlossen. Die Vitalfunktionen und die Narkosetiefe wurden fortlaufend
überwacht. Zur Volumensubstitution wurde den Tieren 500ml NaCl infundiert.
2.2.5.2 Operationstechnik
Bei den Schafen wurden beide Knie operiert. Es wurde mit der großflächigen
Sprühdesinfektion mit Betaisodona-Lösung begonnen. Dann wurden die Hufe der
Tiere mit Plastiktüten abgedeckt und diese mittels Klebestreifen distal des
Kniegelenkes fixiert. Anschließend erfolgte eine zweite Sprühdesinfektion der
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Operationsgebiete. Die Operationsgebiete an den beiden Kniegelenken wurden unter
sterilen Kautelen abgedeckt. Der Hautschnitt erfolgte an der medialen Seite zwischen
Patella und Femurkondylus. Mit Hilfe von Wundhaken wurde nun der laterale
Patellarand dargestellt und es folgte das scharfe Durchtrennen des subkutanen
Bindegewebes, der Sehnenansätze und der Gelenkkapsel mit Skalpell und Schere.
Die Patella wurde nun medialisiert und das Patellagleitlager dargestellt. Mit der
Diamant-Hohlfräse mit einem 9,4mm Fräsaufsatz wurde nun ein 1cm tiefer Defekt in
die distale Femurepiphyse gefräst, wobei der Defekt ca. 2cm vom Kreuzbandansatz
in ventral-cranialer Richtung entfernt war, sich also in einem nicht belasteten Teil der
Gelenkfläche befand. Der gefräste Knochenzylinder wurde mit dem zugehörigen
Extraktor aus dem Defekt entfernt. Es folgte die der Gruppe entsprechende
Auffüllung des Defektes. Nach der Auffüllung des Defektes wurde dieser mit
Knochenwachs verschlossen, der Gelenkinnenraum sorgfältig gespült und die
Patella wieder in ihre physiologische Lage repositioniert. Es wurde darauf geachtet,
daß sich keine Zementpartikel mehr im Gelenkinnenraum befanden. Nun wurden die
Gelenkkapsel, das subkutane Gewebe und die Haut wieder schichtweise mit
Einzelknopfnähten verschlossen. Abschließend wurde ein Sprühverband aufgebracht
und die Naht mit einer Kompresse abgedeckt. Diese wurde ebenfalls mit Nähten
fixiert. Im Anschluß wurde das zweite Knie in analoger Operationsweise operiert.
Die Leerdefekte wurden lediglich trepaniert, der Defekt mit steriler NaCl-Lösung
gespült und mit einer Kompresse getrocknet. Dieses Vorgehen wiederholte sich auch
bei der Behandlung der anderen Gruppen als Vorbereitung auf die Implantation der
entsprechenden Implantate. Der entnommene Knochenzylinder diente als
Ausgangssubstanz für die Gewinnung der autologen Spongiosa. Der
Knochenzylinder wurde zunächst in einer sterilen Schale mit Kochsalzlösung
aufbewahrt. Die Spongiosaspäne wurden dann mittels einer Zange von dem Zylinder
abgetrennt, in den Defekt gefüllt und anschließend unter manueller Kompression
verdichtet.
Die Zubereitung des Zementes erfolgte in der angegebenen Weise. Entsprechend
der Gruppenzugehörigkeit des Tieres wurde reines PBS oder in PBS gelöstes bFGF
in einer Konzentration von 200µg bFGF/cm³ TCP zur Anmischung des Zementes
verwendet. Nach dem Anmischen wurde der Defekt mit dem Zement gefüllt und der
Zement, wie bei der autologen Spongiosa ebenfalls geschehen, mit einem Stab
verdichtet.
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2.2.5.3 Postoperativer Verlauf
Die Ausleitung der Narkose bei den Schafen wurde durch Reduzierung des
Halothananteiles an dem Atemgemisch und die Beatmung der Tiere mit reinem
Sauerstoff durchgeführt. Sobald bei den Tieren die Spontanatmung wieder einsetzte
wurde die maschinelle Beatmung abgestellt. Anschließend wurden die Tiere zum
Röntgen überführt und pro Hinterlauf eine Aufnahme in medio-lateralem
Strahlengang mit dem bereits bei den Ratten verwendeten Röntgengerät angefertigt.
Als Röhrenspannung wurden 50kV bei einer Belichtungszeit von 40ms gewählt. Die
Schafe wurden dann zurück in den Stall gebracht und für 24h in Gruppen von max.
3 Tieren auf Stroheinstreu gehalten. Den Tieren wurde 3 mal täglich 6ml
Novaminsulfon zur Analgesie und 1 mal täglich 5ml Ampicillin als Antibiose für
5 Tage injiziert. Im Rahmen dieser Injektionen wurden die Tiere regelmäßig
körperlich untersucht.
2.2.6 In-vivo Nachuntersuchungen
Die Schafe wurden ebenfalls bei der Injektion der postoperativen Medikation, der
Entfernung der aufgenähten Wundauflagen nach 5 Tagen und der Entfernung der
Fäden nach 14 Tagen post OP einer routinemäßigen Nachuntersuchung unterzogen.
Weitere Untersuchungen schlossen sich im Rahmen der Injektion der
Fluoreszenzfarbstoffe an. Auch bei den Schafen wurde besonders auf
Infektionszeichen im Bereich der Wunden und auf die Belastung der Hinterbeine
geachtet. Darüber hinaus wurde nach 7 Wochen Einheilungszeit eine Röntgen-
Kontrolle der operierten Region und des Defektes durchgeführt.
2.2.7 Fluoreszenzmarkierung
Um die Dynamik des Knochenwachstumes untersuchen zu können, wurde bei den
Schafen ebenfalls eine polychrome Fluoreszenzmarkierung durchgeführt. Bei den
Schafen wurde am 7. postoperativen Tag mit der Injektion des Calceingrün
begonnen. Die anderen Farbstoffe wurden in der Reihenfolge Tetracyclin, Alizarinrot,
Calceinblau und Xylenolorange im Abstand von jeweils 21 Tagen, ebenfalls
subkutan, verabreicht. Die Fluorochrome wurden, mit Ausnahme des Tetracyclines,
in destilliertem Wasser gelöst und der pH-Wert auf 7,2 eingestellt (s.Tab.4). Als
45
Tetracyclin wurde Vibravenös, Fa. Pfizer, verwendet. Die Injektionen erfolgten
subkutan in die Achselhöhle der Schafe.
Tabelle 4: Fluoreszenzmarkierung der Schafe
Fluorochrom Farbe Dosierung Zeitpunkt
Calceingrün Grün 10 mg/kg KG 1. Woche post OP
Tetracyclin Gelb 30 mg/kg KG 4. Woche post OP
Alizarin Rot 12 mg/kg KG 7. Woche post OP
Calceinblau Blau 30 mg/kg KG 10. Woche post OP
Xylenolorange Orange 90 mg/kg KG 13. Woche post OP
2.2.8 Röntgenuntersuchungen
Zusätzlich zu der postoperativen Röntgenkontrolle wurde bei den Schafen nach 7
Wochen und am Tag der Tötung der Tiere, nach insgesamt 12 Wochen, eine
Röntgenkontrolle durchgeführt. Es wurde jeder Hinterlauf in medio-lateralem
Strahlengang aufgenommen. Bei der Zwischenkontrolle nach 7 Wochen wurden die
Tiere mit 1ml Atropin und 5ml Rompun sediert, während die Untersuchungen am
Versuchsende post mortem durchgeführt wurden.
Die Auswertung sämtlicher angefertigter Röntgenaufnahmen erfolgte deskriptiv. Die
Aufnahmen dienten vor allem zu der Beurteilung der Beschaffenheit des Defektes,
der Defektfüllung und der Resorption des Zementes.
2.2.9 Tötung der Tiere und Gewinnung der Präparate
Nach der Versuchsdauer von 3 Monaten wurden die Tiere, unter weitestgehender
Schonung, getötet. Die Schafe wurden bereits im Stall in der ZV durch die
intramuskuläre Injektion von 6ml Rompun sediert. Anschließend wurde den Tieren
eine Venenverweilkanüle in eine Ohrvene gelegt. Durch diesen Zugang wurde den
Tieren 20ml eines 1:1 Gemisches von Phenobarbital (Narcoren) mit einer
Konzentration von 16,0g Phenobarbital/100ml Fertiglösung und Aqua pro injektionem
injiziert. Weiterhin wurde den Tieren mindestens 100ml KCl, entsprechend 100mval
KCl, injiziert. Bei Bedarf wurde den Tieren eine zusätzliche Menge KCl verabreicht.
Das Auftreten von Herzrhythmusstörungen und der darauf folgende Herzstillstand
wurden auskultatorisch festgestellt.
Anschließend wurden beide Kniegelenke exartikuliert und mit einer oszillierenden
Säge ein 1,5-2cm großer Würfel aus dem Femur herausgesägt. Hierbei wurde darauf
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geachtet, daß der Defekt in der Mitte des Würfels lag. Pro Gruppe wurden 8 der
gewonnenen Präparate sofort zur Fixation in Formalinlösung nach Lillie und jeweils 2
Präparate in Glycerolnitrat überführt. Für die histologische Untersuchung wurden die
Präparate, welche in Formalin eingelegt wurden, und für die
elektronenmikroskopische Untersuchung wurden die Präparate, welche in
Glycerolnitrat aufbewahrt wurden, verwendet.
2.2.10 Computertomographie der Schafsknochen
Um die Morphologie der Defekte, des umgebenden Knochens und die Resorption
des Zementes beurteilen zu können, wurde nach der Tötung der Tiere zunächst eine
computertomographische Untersuchung durchgeführt. Pro Gruppe wurden jeweils
die 8 in Formalin aufbewahrten Präparate der Untersuchung unterzogen. Die
Untersuchungen wurden in der Klinik für Radiologische Diagnostik der RWTH
Aachen angefertigt.
Die Aufnahmen wurden mit einem Philips Tomoscan AV, einem Einzeldetektor Spiral
CT, angefertigt, mit dem eine hochauflösende Einzelschichtuntersuchung in
Schichtkollimation angefertigt werden konnte. Die Präparate wurden im
Knochenfenster betrachtet. Das CT wurde auf eine Röhrenspannung von 120kV und
200mA bei einer Belichtungszeit von 2,0s eingestellt. Nach Abschluß der
Untersuchung wurde versucht, sekundäre multiplanare Rekonstruktion darzustellen.
Die Ergebnisse des CT wurden deskriptiv ausgewertet.
2.2.11 Histologische Techniken
2.2.11.1 Vorbereitung der Präparate
Die Schafspräparate wurden sofort nach der Entnahme sofort für die histologische
und computertomographische Untersuchung in Formalin nach Lillie, für die
elektronenmikroskopische Untersuchung in Glycerolnitrat überführt. Zur Vorbereitung
auf die feingeweblichen Untersuchungen wurden die Präparate, wie bereits erwähnt,
in Formalin fixiert, das Formalin mit Wasser wieder ausgewaschen, die Proben
anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit den Konzentrationen von 70,
80, 90, 96 und 100% Alkohol entwässert, dann mit einem Azeton/Alkohol-Gemisch
entfettet, nochmals in 100% Alkohol gespült und schließlich in MMA eingebettet. Die
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Reihenfolge der einzelnen Arbeitsschritte war mit denen des ersten Versuchsteiles
identisch. Lediglich die Einwirkungszeiten der eingesetzten Substanzen wurde auf
die größeren Abmessungen der Schafspräparate angepaßt. Statt der im
Rattenmodell gewählten 3 Tage, wurde in dem Schafsmodell eine Einwirkungszeit
von 5 Tagen gewählt. An diesen Tagen wurden die verwendeten Substanzen und
Lösungen täglich gewechselt. Die einzige Ausnahme bildeten die letzten Schritte der
Einbettung, da die Proben in dieser Phase für mehrere Tage in der gleichen Lösung
des MMA verblieben.
2.2.11.2. Herstellung der Dünnschliffe
Die fertig vorbereiteten Schafspräparate wurden mit der gleichen Technik wie die
Rattenpräparate bearbeitet und die Einbettungsgefäße in gleicher Weise vorbereitet.
Nach dem Überführen der Präparate in die vorbereiteten Einbettungsgefäße, wurden
die Präparate mit MMA überschichtet und dann im Wärmeschrank zum Aushärten
gebracht. Nach dem Aushärten wurden die Kunststoffblöcke mit den darin
enthaltenen Präparaten aus den Einbettungsgefäßen entfernt und der überschüssige
Kunststoff um das Präparat mit einem sog. Trimmer abgeschliffen. Hierbei wurde
bereits darauf geachtet, daß die horizontale Defektebene mit der
Kunststoffunterkante eine Parallele bildete. Nach diesen Vorarbeiten wurden die
Kunststoffblöcke auf große Objektträger aufgeklebt und die Präparatoberfläche mit
einem Parallelschleifgerät zu dem Objektträger planparallel geschliffen. Auf die so
vorbereitete Oberfläche wurde dann der Objektträger, auf dem das Präparat auch
verbleiben sollte, planparallel aufgeklebt. Die bei den Ratten verwendete
Objektträgergröße war allerdings zu gering, so daß größere Objektträger,
entsprechend der Präparatgröße, verwendet wurden. Von den eingebetteten und
aufgeklebten Präparaten wurden mit einem Trennschleif-System Dünnschliffe
angefertigt. Die Dünnschliffe wurden anschließend mit einem Mikroschleifsystem auf
die Dicke von ca. 100µm abgeschliffen und mit 1200-er, 2400-er und 4000-er
Schleifpapierscheiben poliert bis sie eine glatte Oberfläche hatten. Diese
Dünnschliffe wurden dann in den weiteren Untersuchungsschritten untersucht. Die
Herstellung der Präparate erfolgte analog zu dem Rattenmodell, wobei die
verwendeten Objektträger und Gläser den größeren Dimensionen der
Schafspräparate angepasst wurden.
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2.11.3 Auswertung der polychromen Fluoreszenzmarkierung
An die Herstellung der Dünnschliffe schloß sich die Untersuchung der polychromen
Fluoreszenzmarkierung an. Die 100µm dicken Dünnschliffe wurden mit einem Leitz-
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die einzelnen Präparate wurden abgelichtet.
Bei dieser Untersuchung war es jedoch mit den vorhanden Objektiven bzw.
Vergrößerungen nicht möglich den Defekt in dem möglichen Bildausschnitt
vollständig abzubilden. Deswegen wurden in den Übersichtsaufnahmen lediglich
Teile des Defektes, in der Regel ¼, abgelichtet. Weiterhin war es notwendig die
verwendeten Filter für die Darstellung einzelner Fluorochrome zu wechseln, damit
alle verwendeten Fluorochrome angeregt werden konnten. Eine Quantifizierung der
Präparate konnte aufgrund der ungleichmäßigen Darstellung der einzelnen Farben
nicht durchgeführt werden. Die Analyse der Dynamik der Knochenbildung erfolgte
also lediglich durch die qualitative Auswertung der Zuordnung des gefundenen
Farblabels zu dem Applikationszeitpunkt des Fluorochromes. Die Methodik war mit
der im Rattenmodell verwendeten Methodik, abgesehen von der unterschiedlichen
Präparategröße, identisch.
2.2.11.4 Kontaktmikroradiographie
Die bereits bei den Ratten verwendete Untersuchungsmethode zur Analyse des
Knochen/Zement-Kontaktes und der Defektmorphologie, die Kontakt-
mikroradiographie, wurde auch in dem Versuchsteil mit den Schafen angewandt. Die
Technik entsprach der bereits erwähnten Vorgehensweise in dem Rattenmodell. Die
Untersuchung der Schafsknochen wurde jedoch mit anderen Gerätevoreinstellungen
durchgeführt. Die Belichtungszeit betrug 15min und die Röhrenspannung 65kV.
Diese Untersuchung wurde pro Gruppe jedoch nur bei 2 Präparaten durchgeführt,
um eine qualitative Aussage über die oben angeführten Punkte treffen zu können.
2.2.11.5 Histologie
Die Schafspräparate wurden, wie die Rattenpräparate auch, einer histologischen
Untersuchung unterzogen, um die Struktur und Beschaffenheit des neu
eingewachsenen Knochens und das Einheilungsverhalten des Zementes bzw. des
Composites untersuchen zu können. Die Präparate wurden hierzu nach dem
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gleichen Rezept wie die Rattenknochen Toluidin-Blau gefärbt. Mit dieser Färbung ist
es möglich, mineralisierten von nicht mineralisiertem Knochen (Osteoid) zu
unterscheiden. Weiterhin ist der Zement gut von dem Knochen zu unterscheiden.
Die gefärbten Präparate wurden mit einem Mikroskop betrachtet und die Befunde
photographisch festgehalten.
2.2.11.6 Histomorphometrie
Um die Ergebnisse der histologischen Untersuchung quantifizieren zu können, wurde
eine histomorphometrische Untersuchung mit einem halbautomatischen
Bildanalysesystem, dem Quantimed 600, durchgeführt. Im Gegensatz zu dem bereits
beschriebenen Vorgehen bei der histomorphometrischen Untersuchung der
Rattenknochen, war es bei den Schafen nicht möglich, die Präparate direkt mit dem
an das Bildanalysesystem angeschlossen Mikroskop zu betrachten. Die
Abmessungen des Schafsdefektes machten es notwendig, die Präparate mit einem
Makroskop mit geringer Vergrößerung abzufotografieren und in einen Computer
einzuscannen. Die Bilddatei, unter der das Bild dann abgespeichert wurde, konnte
dann mit dem Computer, mit welchem auch die histomorphometrische Untersuchung
durchgeführt wurde, wieder aufgerufen werden und als Datei in dem
Bildanalysesystem geöffnet werden. Durch diese Vorarbeit war es möglich, den
Defekt, statt nur zu einem ¼, komplett abzubilden und zu analysieren. Die reine
histomorphometrische Untersuchung ist bereits in dem Rattenteil des Versuches
genauer beschrieben worden.
2.2.11.7 Elektronenmikroskopie
Um eine sehr detailierte Aussage über die Grenzfläche zwischen Knochen und
Zement und die Abbauvorgänge des Zementes treffen zu können, wurde eine
elektronenmikroskopische Untersuchung durchgeführt. Hierzu wurden die Präparate
der Schafsknie in Glycerolnitrat aufbewahrt. Die notwendigen Schnitte der Präparate
und die Untersuchung mit dem TEM wurden in dem Institut für Pathologie der RWTH
Aachen angefertigt. Auch diese Untersuchung wurde lediglich deskriptiv ausgewertet.
2.2.11.8 Statistik
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Die statistische Auswertung wurde in der Abteilung für medizinische Statistik und
Dokumentation der RWTH Aachen mit dem Programm SAS durchgeführt. Es wurde
der Wilcoxon-Test für abhängige, nicht zwangsweise normalverteilte Stichproben und
der Kruskal-Wallis Test verwendet, wobei das Signifikanzniveau bei p<0.05
festgelegt wurde.
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2.3 Materialien
2.3.1 Geräte
Bezeichnung Bestellnummer Firma
Spiralbohrer 1,5mm Aesculap AG, Tuttlingen
Gewindeschneider 1,5mm Aesculap AG, Tuttlingen
Kortikalisschraube 1,5X6mm Aesculap AG, Tuttlingen
Kortikalisschraube 1,5X8mm Aesculap AG, Tuttlingen
Osteosyntheseplatte 4 Loch, 2,2mm Aesculap AG, Tuttlingen
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Faxitron-Tischröntgengerät Hewlett-Packard,
Röntgenfilm, Planfilm Polaplan 55PN Polaroid, Cambridge, USA
Planfilm-Kassette Modell 545 Polaroid, Cambridge, USA
Rollrandgefäße, 80X30mm 47413 Scherf Präzision GmbH,
Rollrandgefäße, 50X30mm 47411 Scherf Präzision GmbH,
Mikroradiographieplatten High Resolution UF  Plate
206K1A
Microcrome Technology, San Jose,
USA
Röntgen-Entwickler-Konzentrat 00011 Adefo-Chemie, Nürnberg
Röntgen-Fixier-Konzentrat 00064 Adefo-Chemie, Nürnberg
Röntgengerät Super S 100 Philips,
Röntgenfilme Kodak/Agfa,
Objektträger 50X100X1,5mm 4151 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Objektträger 25X75X1,5mm 4150 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Fixationskleber Technovit 7230VLC 5130 Kulzer-Exakt, Norderstedt
Präzisionskleber Technovit
7210VLC
5110 Kulzer-Exakt, Norderstedt
Band-Trennschleifsystem Macro
Exakt 310
3602 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Trennband 0,1mm/D64/Makro 3441 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Trennband 0,2mm/D64/Makro 3445 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Trennband 0,3mm/D126/Makro 3461 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Mikrometermeßschraube 4220 PSI, Laudenbach
Vacuum-Klebepresse 4210 Exakt Apparatebau, Norderstedt
Präzisionsschleifgerät Exakt Apparatebau, Norderstedt
Schleifpapier K 800 PSI, Laudenbach
Schleifpapier K 1200 PSI, Laudenbach
Schleifpapier K 2400 PSI, Laudenbach
Schleifpapier K 4000 PSI, Laudenbach
Durchlichtmikroskop Leica, Benzheim
Kühlschrank Bosch, Köln
Eisschrank –20°C Bosch, Köln
Eisschrank –80°C Forma, Majetta, USA
Wärmeschrank Heraeus,
Waage Sartorius, Köln
Magnetrührer MR 3001 Heidolph,
Photo-Makroskop M 400 Wild-Mikroskope
Photoautomat MPS 55 Wild/Leitz
Makroskoplampe MTR 27 Wild/Leitz
Film Ektachrome 64 TEPY Kodak, New York, USA
Film Ektachrome 100 Kodak, New York, USA
Film Ektachrome 400 Kodak, New York, USA
Bildanalysesystem Quantimed 600 Leica, Benzheim
Trimmer
Einbettungsgefäße
PH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin
Vakuumpumpe Laboport,Köln
Exsikkator
Folienschweißgerät Type 381B Krups, Solingen
Sterilfilter
Röntgen-Entwicklungsmaschine Agfa
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2.3.2 Chemikalien, Lösungen, Rezepte und Medikamente
Bezeichnung/Herstellung Bestellnummer Firma
PBS:
8g NaCl                   + 1.01540.0500 Merck, Darmstadt
0,2g KCl                  + 1.05001.0250 Merck, Darmstadt
0,2g KH2PO4KCl     + 1.12034.0250 Merck, Darmstadt
1,15g Na2HPO4       + 718.K4465380 Merck, Darmstadt
ad 1000 ml Aqua dest. RWTH Aachen
Toluidin-Blau Färbung:
1. Schliff mit 1:1 Gemisch 100%
Alkohol/Azeton abwischen
2. 5 min in H2O2 (30%) schwenken 1.08597.1000 Merck, Darmstadt
3. mit Leitungswasser abspülen
4. 15 min mit Toluidin-Blau Lösung färben
5. mit Leitungswasser abspülen
Herstellen der Lösung:
Lösung A und B mischen und 2X filtrieren
Lösung A:
800 ml Aqua dest.      + RWTH Aachen
8g Na-Tetraborat        + 1.06306 Merck, Darmstadt
8g Toluidin-Blau O T3260 Sigma, Steinheim
15 min mit Magnetrührer mischen
Lösung B:
200 ml Aqua dest.       + RWTH Aachen
2g Pyronin G               + 83200 Fluka, Neu-Ulm
15 min mit Magnetrührer mischen
Alkohole Hausapotheke RWTH
Aachen
Azeton Hausapotheke RWTH
Aachen
Formalin nach Lillie:
100 ml Formaldehyd 37% Lösung (filtriert)    + 1.0399 Merck, Darmstadt
4g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH2PO4 X H2O)  +
720A168646 Merck, Darmstadt
6,5g Dinatriumhydrogen-phosphat (Na2HPO4)
+
1.06586 Merck, Darmstadt
ad 1000ml Aqua dest. RWTH Aachen
PH auf 7,0 einstellen
MMA (rein):
Methylmethacrylat 1.12244 Merck, Darmstadt
MMA (Gemisch):
500ml Methylmethacrylat      + 1.12244 Merck, Darmstadt
3g      α,α-Azoisobutyronitril  + 8.01595.0250 Merck, Darmstadt
5ml    Dibutylphtalat 8.00910.1000 Merck, Darmstadt
mischen und gekühlt aufbewahren
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Färbung nach von Kossa:
1. Schliffe mit 1:1 Gemisch Alkohol (100%)/Azeton
abwischen
Hausapotheke RWTH
Aachen
2. Schliffe 5 min in H2O2 (30%) schwenken 1.08597.1000 Merck, Darmstadt
3. Mit Aqua dest. Zwischenspülen RWTH Aachen
4. Mind. 30 min mit Silbernitrat färben 1.510 Merck, Darmstadt
5. Mit Aqua dest. Zwischenspülen RWTH Aachen
6. 1-2 min mit Natriumthiosulfat fixieren 1.06512 Merck, Darmstadt
7. erneut mit Aqua dest. Zwischenspülen RWTH Aachen
8. 5 min mit Kernechtrot             gegenfärben 1.15939 Merck, Darmstadt
Entwicklerlösung für Polaroidfilme:
440g Natriumsulfat       + 1.06657 Merck, Darmstadt
2000 ccm warmes Wasser RWTH Aachen
mischen
Fluorochrome ansetzen:
Fluorochrome in entsprechender Menge, mit
Ausnahme des Oxytetracyclins, (s.Tabelle Kap. 2.1
und 2.2) in Aqua dest. lösen, unter Rühren pH mit
NaOH auf 7,2 einstellen und lichtgeschützt lagern.
Vor der Injektion die Fluorochromlösung
sterilfiltrieren.
Fluorochrome:
Calceingrün C-0875 Sigma, Steinheim
Alizarin-Komplexon A-3882 Sigma, Steinheim
Doxytetracyclin (Vibravenös SF) PZN-3547195 Pfizer
Xylenolorange X-0127 Sigma, Steinheim
Calceinblau 21040 Fluka, Neu-Ulm
NaOH 1.06495 Merck, Darmstadt
Medikamente:
Äether pro inhalationem Merck
Narcoren (Phenobarbital, 16g/100ml) 9307 Rhone Merieux, Laupheim
Ketamin (Ketaminhydrochlorid) 28185.00.00 Sanofi-Ceva, Düsseldorf
Rompun 2% (Xylazinhydroclorid) 826524 Bayer, Leverkusen
Ampi-Sleecol (Ampicillin) GB91327 Albrecht, Aulendorf
Halothan P2116665 Hoechst, Frankfurt
KCl (Kaliumchloridlösung) Braun, Melsungen
Atropinum sulfuricum solutum 1% 88205 WDT, Garbsen
Dopram (Doxapramhydrochlorid) L009A/3/93 Albrecht, Aulendorf
Novaminsulfon TU947077 Albrecht, Aulendorf
Ringer-Lactat-Lösung Braun, Melsungen
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3. Ergebnisse
3.1 Rattenmodell
3.1.1 Operationsverlauf und in-vivo Befunde
Der Operationsablauf bei den Ratten erfolgte nach der beschriebenen
Vorgehensweise. Die Auswertung der radiologischen Untersuchung der
entnommenen Präparate aus den Gruppen Leerdefekt, Spongiosaplastik und TCP-
Zement mit 1 und 3 Wochen Einheilungszeit zeigte, daß eine Modifizierung der
Operationstechnik notwendig war, da es in einer großen Anzahl der Präparate zu
Fissuren und Längsfrakturen gekommen war. Diese Modifizierung bestand darin, daß
der operierte Femur nicht mehr mit einer 4-Loch-Platte stabilisiert wurde, sondern
lediglich der Trepanationsdefekt in der Femurdiaphyse gebohrt, der Defekt der
Gruppe entsprechend gefüllt und die Operationswunde wieder verschlossen wurde.
Intraoperativ kam es bei einigen Tieren zu Komplikationen, welche zu dem Verlust
der Tiere führten. Ein Tier aus der Leerdefektgruppe mit 1 Woche Einheilungszeit
und zwei Tiere aus der Gruppe, welche mit der Spongiosaplastik mit 3 Wochen
Einheilungszeit behandelt worden waren, erlitten intraoperativ eine Querfraktur des
Femures. In der TCP-Gruppe mit 1 Woche Einheilungszeit verstarb ein Tier unter der
Narkose aus ungeklärter Ursache. In der TCP/bFGF-Composite Gruppe mit 1µg
bFGF und einer Einheilungszeit von 3 Wochen verstarb ein Tier nach der
intraperitonealen Injektion von Ketanest. Die Obduktion des Tieres zeigte jedoch
keinen pathologischen Befund. Zwei Tiere aus der TCP/bFGF-Composite Gruppe mit
10µg bFGF und einer Einheilungszeit von 3 Wochen verstarben unter der Narkose
aus ungeklärten Gründen. Ein Tier der TCP/bFGF-Composite Gruppe mit 10µg
bFGF und 1 Woche Einheilungszeit verstarb am ersten postoperativen Tag aus
ungeklärter Ursache. Eine Ratte aus der TCP/bFGF-Composite Gruppe mit 100µg
bFGF und 3 Wochen Einheilungszeit verstarb bei der intraperitonealen Fluorochrom-
Injektion an einer Aortenruptur durch eine zu tiefe Injektion des Fluorochromes
(s.Tab.5). Alle anderen Tiere überlebten die Versuchsdauer ohne weitere
Komplikationen. Bereits am ersten postoperativen Tag belasteten die Ratten die
Hinterbeine wieder voll.
Die Implantation des Zementes führte zu einer vollständigen Füllung der Defekte und
es konnte festgestellt werden, daß der Zement innerhalb von 5min ausgehärtet war.
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Zum Operationsende, vor dem Verschluß der Wunde, fanden sich außerhalb der
Defekte keine Zementpartikel mehr.
Tabelle 5: Anzahl der operierten und der ausgewerteten Tiere
Spongiosa TCP 1 µg bFGF 10µg bFGF 100µg bFGF
Operation 1W 10 10 10 10 10
Auswertung 10 9 10 9 10
Operation 3W 10 10 10 10 10
Auswertung 8 10 9 8 9
3.1.2 Postoperative Röntgenuntersuchungen
Im Anschluß an die Operation wurden die Ratten einer Röntgenuntersuchung
unterzogen. Hierbei zeigte sich, daß die Defekte, welche mit dem Zement bzw. dem
Composite behandelt worden waren, komplett mit Zement aufgefüllt waren. Zwischen
dem eingebrachten Zement und dem umgebenden Knochen zeigte sich direkt nach
der Operation ein enger Knochen/Zement-Kontakt. In den postoperativen
Röntgenaufnahmen waren keine Zeichen von Frakturen oder Fissuren außerhalb der
Defekte erkennbar. Weiterhin waren keine Fremdkörper, d.h. Zementpartikel,
außerhalb des Defektes nachweisbar.
Bei den Kontrollgruppen, also den Leerdefekten, der Spongiosaplastik und der
Zementgruppe, zeigte sich eine regelrechte Lage der Osteosyntheseplatte und eine
korrekte Beschaffenheit des Defektes bei allen Tieren.
3.1.3 Makroskopische Betrachtung
Nach der Tötung der Tiere wurden die beiden Femora der Ratten, sowohl die
operierte als auch die gesunde Gegenseite, von dem umgebenden Weichgewebe
freipräpariert. Hierbei wurde vor allem darauf geachtet, einen eventuell gebildeten
Kallus nicht zu zerstören und Umgebungsreaktionen zu erkennen.
Die bei der Freipräparation durchgeführte makroskopische Beurteilung zeigte keine
Anzeichen für Infektionen oder Abstoßungsreaktionen in den Zement- und
Compositegruppen. Eine verstärkte bzw. deutliche Kallusbildung war nicht
nachzuweisen. Zwischen den einzelnen Gruppen der jeweiligen Einheilungszeit
waren keine Unterschiede erkennbar.
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 Nach der notwendigen Entfernung der Osteosyntheseplatten zeigten sich die
beschriebenen Frakturen bzw. Fissuren.
3.1.4 Radiologische Untersuchung
Nach der Entfernung des Weichgewebes von den Knochen wurde mit einem
Tischröntgengerät und Polaroid-Röntgenfilmen eine Röntgenuntersuchung der
kompletten Rattenfemora durchgeführt. Hierbei zeigten sich bei 3 Tieren mit
Leerdefekt, einem Tier mit autologer Spongiosaplastik und zwei Tieren aus der TCP-
Gruppe mit jeweils 3 Wochen Einheilungszeit Fissuren in longitudinaler Richtung.
Diese Fissuren waren scheinbar auf die Implantation des Osteosynthesemateriales
zurückzuführen, so daß die Operationstechnik, wie beschrieben, modifiziert wurde
(s.o.). Nach dieser Modifikation waren keine Fissuren mehr nachweisbar.
Bei der Untersuchung der einzelnen Gruppen konnte bei keiner Gruppe eine
verstärkte Kallusbildung nachgewiesen werden. Die Beschaffenheit der Defekte bzw.
die Füllung der Defekte mit Knochen oder Zement konnte anhand der Aufnahmen
nicht weiter beurteilt werden, abgesehen von einer Unterscheidung in höhere oder
niedrigere Röntgendichte.
Zwischen den einzelnen Gruppen, sowohl den Zementgruppen als auch den
Composite-Gruppen mit verschiedenen bFGF-Konzentrationen, konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Lediglich in der Gruppe der
Leerdefekte zeigte sich, daß der Defekt nach Ablauf der Versuchsdauer weniger
röntgendicht war, als in den Zementgruppen.
3.1.5 Mikroskopische Untersuchungen
Nach dem Abtrennen der Bruchtestscheiben wurden die Gegenseiten in MMA
eingebettet und von den entstandenen Kunststoffblöcken durch die Trenn-
Dünnschliff-Technik Dünnschliffe mit einer Dicke von 70µm hergestellt. Diese
Präparate wurden dann mit Toluidin-Blau oder nach von Kossa gefärbt.
3.1.5.1 Histologie
Die Betrachtung der Leerdefekte zeigte, ausgehend vom Defektrand, ein
Einwachsen von neu gebildetem Knochen in den Defekt, sowohl nach 1 als auch
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nach 3 Wochen Einheilungszeit. In den Präparaten mit der längeren Studiendauer
war das Knochenwachstum bereits soweit fortgeschritten, daß in der Mitte des
Defektes trabekulärer Knochen, Osteoid und fibröses Gewebe nachweisbar war. Die
Ergebnisse der von Kossa Färbung waren mit den Ergebnissen der Toluidin-Blau
Färbung vergleichbar, es konnte nachgewiesen werden, daß das gefundene
Knochengewebe bereits kalzifiziert war.
Die Defekte, welcher mit autologer Spongiosaplastik versorgt worden waren, zeigten
nach 1 bzw. 3 Wochen Einheilungszeit eine nahezu vollständige Füllung mit
trabekulärem Knochen. Es zeigte sich jedoch nach 1 Woche Studiendauer erst ein
beginnendes Einwachsen von Knochen, vom Defektrand her, entlang der
implantierten Knochentrabekel. Nach 3 Wochen Versuchsdauer war die Ossifikation
soweit fortgeschritten, daß eine Differenzierung von neu gebildetem und
implantierten Knochen mit den verwendeten histologischen Methoden nicht möglich
war. Ein Teil der Trabekel war jedoch nicht vollständig anfärbbar und stellte sich in
den Toluidin-Blau gefärbten Schnitten bräunlich dar.
In der TCP-Gruppe mit 1 Woche Einheilungszeit zeigte sich wiederum ein
beginnendes Einwachsen von neu gebildetem Knochen vom Defektrand aus. Es
zeigten sich in dieser Gruppe bereits erste Zeichen der Resorption des Zementes. In
der mikroskopischen Betrachtung war ein enger Kontakt zwischen neu gebildetem
Knochen und Zement erkennbar. Nach 3 Wochen war die Resorption des Zementes
soweit fortgeschritten, daß nur noch TCP-Partikel ohne Verbindung durch TCP-
Brücken zu erkennen waren. Die feinen TCP-Brücken waren durch neu gebildeten
Knochen ersetzt worden und der Knochen verband die TCP-Partikel untereinander.
Wie bereits in der Gruppe mit 1 Woche Einheilungszeit war zwischen dem Zement
und dem Knochen bzw. dem Osteoid ein direkter Knochen/Zement-Kontakt
erkennbar. Weder nach einer, noch nach drei Wochen waren Zeichen einer
entzündlichen Reaktion erkennbar.
Die Betrachtung der Präparate aus der TCP/bFGF-Composite Gruppe mit 1 Woche
Einheilungszeit und einer Dosis von 2µg bFGF/cm³ TCP zeigte ein beginnendes
Einwachsen von Knochen vom Defektrand aus in den Defekt. Der Defekt war noch
zu großen Teilen mit Zement gefüllt, wobei auch hier bereits Zeichen der Resorption
nachweisbar waren. Die bereits beschriebenen TCP-Brücken waren bereits teilweise
resorbiert. Dieses Bild war nach 3 Wochen wesentlich deutlicher. Die TCP-Partikel
waren von neu gebildetem Knochen umgeben und der Knochen war in direktem
Kontakt zu dem Zement zu erkennen. Die TCP-Partikel schienen nicht mehr durch
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TCP-Brücken verbunden zu sein. Auch in diesen beiden Gruppen waren keine
Zeichen für eine Entzündungs- oder Abstoßungsreaktion nachzuweisen.
Auch in den Gruppen, welche mit dem Composite mit einem Gehalt von 20µg
bFGF/cm³ TCP behandelt worden waren, wurden die gleichen Beobachtungen wie in
den zuvor genannten Gruppen gemacht. Nach 1 Woche war am Defektrand eine
beginnende Knochenbildung und schmale Osteoidsäume zu erkennen, während
bereits erste Resorptionszeichen zu erkennen waren. Nach 3 Wochen waren die
TCP-Partikel durch Knochen verbunden und die TCP-Brücken resorbiert und durch
Knochen ersetzt worden.
In den beiden Composite-Gruppen mit einem Gehalt von 200µg bFGF/cm³ TCP
waren ebenfalls die gleichen Beobachtungen zu machen (s.Abb.3+4). Nach einer
Woche zeigten sich geringe Zeichen des Einwachsens von Knochen und der
Resorption des Zementes. Nach der Studiendauer von 3 Wochen waren diese
Zeichen deutlicher. Bei allen Tieren war ein enger Kontakt zwischen Zement, neu
eingewachsenem bzw. umliegendem Knochen und Osteoid zu verzeichnen.
Bei der histologischen Untersuchung aller Präparate waren keine Zeichen von
Entzündungs- oder Abstoßungsreaktionen zu erkennen.
Zwischen den einzelnen Zement- bzw. Compositegruppen mit gleicher
Einheilungszeit war kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Die Betrachtung der
nach von Kossa gefärbten Präparate bestätigte die Ergebnisse der histologischen
Untersuchung der Toluidin-Blau gefärbten Präparate.
3.1.5.2 Fluoreszenzmikroskopie
Um die Dynamik und die Zeitabhängigkeit des Knochenwachstumes untersuchen zu
können, wurde eine intravitale Fluoreszenzfärbung durchgeführt. Die histologischen
Präparate wurden, vor der Färbung mit den zuvor genannten Methoden, unter einem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierbei zeigte sich jedoch, daß eine
Quantifizierung des Fluoreszenzmusters und somit der Mineralisationsvorgänge
aufgrund der inhomogenen, uneinheitlichen Dicke und Darstellung der Farbbanden
nicht möglich war. Daraufhin wurden die Präparate nur deskriptiv ausgewertet.
Die Leerdefekte zeigten ein zentripetales Einwachsen des Knochens. Entsprechend
der Gabe der Fluorochrome war das Knochenwachstum zu Beginn des Versuches
grün zu erkennen, darauf folgten die Farben gelb, rot und orange. Zwischen den
unterschiedlichen Einheilungszeiten war der einzige Unterschied, daß das neu
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eingewachsene Gewebe bereits weiter, teilweise bis zur Defektmitte, in den Defekt
vorgedrungen war.
Die Defekte, welche mit autologer Spongiosa gefüllt worden waren, zeigten bereits
nach 1 Woche ein zentripetales Einwachsen des Knochens. Es zeigte sich ein den
Defekt umgebender Ring, welcher unter der Fluoreszenzlampe grün fluoreszierte und
somit bereits am Operationstag gebildet worden war. Die restlichen Farben folgten
entsprechend dem Applikationszeitpunkt. Nach 3 Wochen zeigte sich, daß die
implantierten Knochentrabekel von neu gebildetem Knochen umgeben waren und
entsprechend dem Remodelling des Knochens auf- und abgebaut wurden. In 4 von
10 Präparaten aus der Gruppe mit 3 Wochen Einheilungszeit zeigten sich Areale von
ungefärbtem bzw. nicht fluoreszierendem Knochen. Es muß daher davon
ausgegangen werden, daß es sich hierbei um avitalen Knochen handelte. Trotzdem
wurde dieser avitale Knochen in die gebildeten Trabekel eingebaut und umwachsen,
so daß zwischen den beschriebenen Arealen und dem neuen Knochen ein enger
Kontakt bestand.
In den Defekten, welche mit dem Zement gefüllt worden waren, zeigte sich ebenfalls
ein zentripetales Einwachsen des Knochens. Das Wachstum des Knochens schien
im Vergleich zu den mit der autologen Spongiosa gefüllten Defekten zu Beginn der
Einheilungszeit beschleunigt zu sein. Erkennbar war dies an den, allerdings nicht
signifikant, breiteren Fluoreszenzbanden. Nach einer Woche war ein Teil des
Zementes resorbiert und durch neu eingewachsenen Knochen ersetzt worden,
welcher in direktem Knochen/Zement-Kontakt zu den TCP-Partikeln stand. Der neu
gebildete Knochen füllte den Defekt jedoch nur im Randbereich. Nach 3 Wochen war
der ganze Defekt mit Knochen gefüllt. In den Defekten waren noch einige größere
TCP-Partikel nachweisbar. Diese noch nicht resorbierten Zementpartikel waren von
roten und orangenen Farbbanden umgeben, was darauf hindeutete, daß diese
Partikel von Knochen umgeben waren, welcher ab dem 12. Tag entstanden war.
Ein ähnliches Bild zeigte sich auch bei der Betrachtung der TCP/bFGF-Composite
Gruppen (s.Abb.5+6). Unabhängig von dem bFGF-Gehalt zeigte sich nach einer
Woche ein zentripetales Einwachsen von Knochen in den Defekt, vergleichbar mit
dem Einwachsen des Knochens in der TCP-Gruppe. Bereits nach dieser Zeit waren
einige Teile des Zementes resorbiert und, vor allem im Randbereich des Defektes,
durch neu gebildeten Knochen ersetzt worden. Aufgrund der Abfolge der
Farbbanden zeigte sich, daß das Einwachsen des Knochens bereits am Tag der
Operation begonnen hatte. In den Gruppen mit 3 Wochen Einheilungszeit waren
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ebenfalls die gleichen Beobachtungen wie in der TCP-Gruppe zu machen. Große
Teile des Zementes waren nach dieser Zeit resorbiert und durch Knochen ersetzt
worden. Das Wachstum des Knochens war bis zu der Mitte des Defektes
fortgeschritten. An den Zementpartikeln in der Defektmitte waren vor allem rote und
orangene Farbbanden nachzuweisen, was wiederum auf ein Wachstum des
Knochens ab dem 12. Tag nach der Operation hinweist.
3.1.5.3 Mikroradiographische Untersuchungen
Die Präparate wurden vor der histologischen Untersuchung, d.h. vor dem Färben, mit
einem Tischröntgengerät und Röntgenplatten, einer kontaktmikroradiographischen
Untersuchung unterzogen. Wie erwartet, zeigte sich in den Gruppen mit den
Leerdefekten, sowohl nach einer als auch nach drei Wochen ein Einwachsen des
Knochens vom Defektrand her. Die Defekte waren nach 3 Wochen bereits sehr viel
weiter mit Knochen gefüllt als nach 1 Woche.
In den Gruppen, welche mit der autologen Spongiosa behandelt worden waren,
zeigte sich in der mikroradiographischen Untersuchung im Defekt trabekulärer
Knochen, sowohl nach einer als auch nach drei Wochen. Das Einwachsen des
Knochens ging vom Rand des Defektes aus, wie sich bei dem Vergleich der Gruppen
mit einer und drei Wochen Einheilungszeit zeigte.
Der mikroradiographische Befund in den Zement- und Compositegruppen war
vergleichbar. Unabhängig von der Einheilungszeit zeigte sich wiederum ein
zentripetales Einwachsen des Knochens vom Defektrand aus. Mit zunehmender
Studiendauer waren auch die in der Defektmitte liegenden TCP-Partikel von Knochen
umgeben, wobei sich bei der genauen Betrachtung mit dem Mikroskop zwischen
Knochen und Zement ein direkter Kontakt zeigte (s.Abb.7).
Zwischen den einzelnen Gruppen mit gleicher Einheilungszeit, aber
unterschiedlichem bFGF-Gehalt, war kein signifikanter Unterschied erkennbar.
3.1.5.4 Elektronenmikroskopie
Die eingebetteten Präparate mit einer Dicke von ca. 100µm wurden mit einem LEO
962 elektronenmikroskopisch untersucht. Zum Einen wurden hierbei SEM-, bzw.
REM- Untersuchungen (Scanning electron microscopy /Rasterelektronen-
mikroskopie) und zum Anderen, um den Kalzium- und Phosphatgehalt der Proben zu
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analysieren, SEM-EPMA-Untersuchungen durchgeführt. Bei der elektronen-
mikroskopischen Untersuchung zeigte sich bei allen Gruppen, bei denen Zement
oder das Composite implantiert worden war, ein direkter Kontakt zwischen
Zementpartikeln und altem bzw. neugebildetem Knochen. Zwischen dem Zement
und dem Knochen war keine bindegewebige Zwischenschicht zu erkennen (s.Abb.8).
Die quantitative Untersuchung mit dem SEM-EPMA zeigte einen hohen Kalzium- und
Phosphatgehalt der TCP-Partikel. Die Grenzfläche zwischen Zement und Knochen
war vollkommen mineralisiert, d.h. es kam zu einem steilen Abfall des Kalzium- und
Phosphatgehaltes bei dem Übergang von dem Zement zu dem Knochen auf das
Niveau des umgebenden Knochens, wobei ausschließlich mineralisiertes Gewebe,
also keine bindegewebige Zwischenschicht, nachgewiesen werden konnte (s.Abb.9).
Auch bei dieser Untersuchung waren zwischen den einzelnen Gruppen keine
signifikanten Unterschiede zu erkennen.
3.1.5.5 Histomorphometrie
Zur quantitativen Analyse der Anteile von Knochen bzw. Zement an der Defektfläche
wurde eine histomorphometrische Untersuchung mit dem Quantimed 600
durchgeführt. Bei dieser Untersuchung wurden die zu messenden Flächen manuell
mit dem Cursor markiert und der Computer errechnete den entsprechenden
Flächeninhalt. Die Ergebnisse wurden dann im Verhältnis zu der gesamten
Defektfläche ausgedrückt. Die Ergebnisse für die Gruppen mit einer Woche
Einheilungszeit sind in Tabelle 6, die Ergebnisse für die Gruppen mit drei Wochen
Einheilungszeit sind in Tabelle 7 aufgeführt.
Tabelle 6: Einheilungszeit 1 Woche
Spongiosa TCP 1µg bFGF 10µg bFGF 100µg bFGF
% Knochen 21,34 10,01 10,37 9,40 15,78
Standardabw. 8,17 5,33 7,66 6,92 8,77
% Zement 0 35,03 47,06 62,71 28,92
Standardabw. 0 4,65 27,65 20,26 20,36
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Tabelle 7: Einheilungszeit 3 Wochen
Spongiosa TCP 1µg bFGF 10µg bFGF 100µg bFGF
% Knochen 36,33 22,90 16,87 9,04 24,69
Standardabw. 4,18 12,8 8,53 1,31 8,63
% Zement 0 27,05 46,97 58,05 37,14
Standardabw. 0 22,75 6,4 18,98 7,58
Die angegebenen Werte wurden mit dem Wilcoxon-Test und dem Kruskal-Wallis
Test statistisch ausgewertet, wobei das Signifikanzniveau auf 95% (p<0,05)
festgelegt wurde. Die statistische Auswertung ergab, daß sich die Spongiosaplastik
mit 3 Wochen Einheilungszeit bei dem Verhältnis Knochen/Defekt signifikant von der
TCP-Gruppe, und den Compositegruppen mit 2µg und 200µg bFGF/cm³ TCP (=> 1
bzw. 100µg bFGF absolut) unterschied. Untereinander unterschieden sich die
Zement- und Compositegruppen jedoch nicht signifikant. Bei den Tieren mit 1 Woche
Einheilungszeit konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden. Der
Vergleich der einzelnen Composite-Gruppen zeigt keinen eindeutigen Trend in
Bezug auf eine dosisabhängige Steigerung des Knochenwachstumes oder der
Zementresorption. Der Vergleich der Tiere mit 1 Woche Einheilungszeit (s.Diagramm
1) mit den Tieren mit 3 Wochen Einheilungszeit (s. Diagramm 2) zeigte eine
Zunahme des Knochenanteiles an der Defektfläche. Eine dosisabhängige Zunahme
des Knochenwachstumes ist jedoch nicht zu erkennen. Die Anteile des Zementes an
der Defektfläche unterschieden sich nur zwischen der Composite-Gruppe mit 20µg
bFGF und der Composite-Gruppe mit 200µg bFGF mit 1 Woche Einheilungszeit
signifikant. Die Unterschiede zwischen den restlichen Gruppen waren nicht
signifikant. Auch zwischen diesen Gruppen waren keine dosisabhängigen
Unterschiede erkennbar.
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Diagramm 1: Histomorphometrie Ratte mit 1 Woche Einheilungszeit
Diagramm 2: Histomorphometrie Ratte mit 3 Wochen Einheilungszeit
3.1.6 Biomechanische Untersuchung
Nach dem Abtrennen der Bruchtestscheiben wurden diese erneut mit dem
Tischröntgengerät und Polaroidfilmen geröntgt. Hierbei zeigten sich im wesentlichen
die gleichen Befunde wie bei der Untersuchung der ganzen Knochen. Die Fissuren,
welche bei dem Röntgen der ganzen Knochen gezeigt wurden, konnten bei diesen
Röntgenaufnahmen erneut nachgewiesen werden.
Die 1mm dicken Bruchtestscheiben wurden einem Dreipunktbelastungstest
unterzogen, um die mechanische Belastbarkeit der einzelnen Knochen analysieren
zu können. Alle untersuchten Knochen brachen bei dem Belastungstest jeweils in
dem Defektbereich, bzw. in dem vergleichbaren Bereich des gesunden Knochens der
Gegenseite. Die Ergebnisse des Bruchtestes sind in Tabelle 8 und Diagramm 3
Histomorphom etrie 3 Wochen
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zusammengefaßt. Die Ergebnisse beziehen sich jeweils auf die gesunde Gegenseite
und werden in Prozent ausgedrückt.
Tabelle 8: Vergleich der Bruchteste 1. und 3. Wochen; die Werte sind als die Belastbarkeit
(Belastb.) in % der gesunden Gegenseite angegeben
Leerdefekt Spongiosa TCP 1µg bFGF 10µg bFGF 100µg bFGF
Belastb. 1 Wo. 44,3 31,46 48,47 52,72 30,83 54,51
Standardabw. 16 13,8 18 24 20 25
Belastb. 3 Wo. 26,43 26,33 27,82 36,08 37,37 37,12
Standardabw. 7 16 14 28 24 16
Diagramm 3: Bruchtestvergleich der Gruppen mit ein und drei Wochen Einheilungszeit
In der statistischen Untersuchung mit dem Wilcoxon-Test ergab sich kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen In den Gruppen, welche mit dem
Composite behandelt worden waren, war ein tendenzieller Anstieg der biomechanischen
Belastbarkeit zu erkennen. Diese Tendenz war jedoch statistisch nicht signifikant.
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3.2 Schafsmodell
3.2.1 Operationsverlauf und in-vivo Befunde
Der Operationsverlauf bei den Schafen erfolgte nach der beschriebenen
Vorgehensweise. Die Defekte konnten mit dem verwendeten Instrumentarium gut
trepaniert werden und ließen sich gleichmäßig mit dem TCP-Zement oder dem
Composite füllen. Die Verdichtung des Zementes durch manuellen Druck erfolgte in
der Zement- und Compositegruppe gleichmäßig, so daß der Zement eine
vergleichbare Dichte und Porosität erhielt. Der intraoperative Verlauf bei den Schafen
war komplikationslos. Bereits wenige Stunden nach der Operation standen die Tiere
wieder auf, die volle Beweglichkeit der Hinterläufe war jedoch erst einige Tage nach
der Operation wieder gegeben. Ein Schaf aus der Gruppe mit Leerdefekt/
Spongiosaplastik erlitt durch ein Verrutschen des Tubus in der Aufwachphase eine
fragliche Aspiration von Mageninhalt, welche sich im weiteren Verlauf als klinisch
unauffällig darstellte. Bei einem Tier war die postoperative Gabe eines
Atemstimulans (Dopram) aufgrund einer Atemdepression notwendig. Bei 7 Tieren
aus der ersten Gruppe kam es im Bereich der Einstichkanäle der Hautfäden zu
oberflächlichen Wundinfektionen. Durch lokal desinfizierende Maßnahmen heilten
diese Infektionen folgenlos aus. Bei 2 Tieren aus der ersten Gruppe und bei einem
Tier aus der TCP-Gruppe (Gruppe 2) zeigten sich in dem Zeitraum von 3 bis 4
Wochen nach der Operation Schwellungen im Bereich der Kniegelenke. Diese
Schwellungen wurden unter sterilen Kautelen punktiert und stellten sich bei der
mikrobiologischen Untersuchung als unauffällig dar. Sie wurden als Serome
eingestuft und heilten ohne weitere Behandlung folgenlos aus. Lediglich einem
dieser Tiere wurden, aufgrund der klinischen Manifestation, prophylaktisch Ampicillin
und Novaminsulfon injiziert. Ein Schaf aus der ersten Gruppe erlitt 2 Tage vor dem
Finale eine Transportverletzung im Bereich des Sprunggelenkes. Für den Zeitraum
bis zur Tötung wurden dem Tier 2x8ml Novaminsulfon injiziert. Ein Schaf aus der
TCP-Gruppe kollabierte nach der Injektion von Rompun und Calceingrün. Nach
wenigen Minuten war das Tier jedoch wieder vollkommen unauffällig. Da jedoch die
Möglichkeit der Aspiration gegeben war, erhielt das Tier Ampicillin und Acetylcystein
zur Prophylaxe einer Pneumonie. Im weiteren Verlauf zeigte das Tier dann aber
keine weiteren pathologischen Befunde. Der postoperative Verlauf bei den anderen
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Tieren war komplikationslos. Im Verlauf der Studie wurde kein Tier ausgeschlossen,
so daß alle Tiere in die Auswertung eingingen.
3.2.2 Röntgenuntersuchungen
Die Tiere wurden im Verlauf der Studie jeweils 3 Röntgenuntersuchungen
unterzogen. Die Untersuchungen erfolgten im Anschluß an die Operation, nach 7
Wochen und nach der Tötung der Tiere nach 12 Wochen. Sie dienten der
Beurteilung der Resorption des Zementes bzw. dem Einwachsen von Knochen und
möglicher Anzeichen von Umgebungsreaktionen.
Die Betrachtung der postoperativen Röntgenbilder zeigte in allen Gruppen die
korrekte Lage des Defektes im Bereich der distalen Femurepiphyse. In der
Spongiosagruppe zeigten sich die Defekte in einer Röntgendichte, welche der Dichte
des umgebenden Knochens ähnlich war. Die Defekte in der Zement- und der
Compositegruppe zeigten eine nahezu vollständige Füllung durch den Zement
(s.Abb.10). Der Zement hatte eine homogene Dichte, wobei insbesondere keine
Füllungsartefakte nachgewiesen werden konnten. Die Betrachtung der späteren
Röntgenbilder zeigte in der Gruppe mit Leerdefekt keine deutlichen Unterschiede im
Vergleich zu der postoperativen Röntgenuntersuchung, die mit der Spongiosaplastik
gefüllten Defekte waren kaum noch vom umgebenden Knochen zu unterscheiden. In
den Gruppen, welche mit dem Zement oder dem Composite behandelt worden
waren, zeigte sich bereits nach 7 Wochen, daß größere Teile des Zementes
resorbiert und durch Knochen ersetzt worden waren. Nach 12 Wochen war die
Resorption des Zementes noch weiter fortgeschritten (s.Abb.11). In den Defekten
war der Zement nur noch in geringem Maße zu erkennen und die Röntgendichte des
zunächst sehr dichten Zementes glich sich immer mehr der Dichte von normalem
Knochengewebe an.
3.2.3 Makroskopische Untersuchung
Nach der Tötung der Tiere nach 12 Wochen wurden die Kniegelenke eröffnet und auf
intraartikuläre Zeichen von Infektionen oder Abstoßungsreaktionen, z.B. größere
Flüssigkeitsansammlungen, geachtet. Derartige Beobachtungen konnten jedoch bei
keinem der Tiere gemacht werden. An diese erste Betrachtung der Präparate schloß
sich die Entnahme der Knochenzylinder an. Mit Hilfe einer oszillierenden Säge
67
wurden aus den Femurepiphysen Würfel von ungefähr 15mm Kantenlänge
entnommen, welche wiederum auf makroskopisch erkennbare Veränderungen
untersucht wurden. Auch hier ergab sich bei keinem Präparat der Verdacht auf eine
Abstoßungsreaktion oder Infektion. Eine Beurteilung der Zementresorption bzw. der
Knochenneubildung war nicht möglich, da die Defekte intraoperativ, zum Gelenkspalt
hin, mit Knochenwachs verschlossen worden waren und dieses am Ende der
Versuchsdauer immer noch nachweisbar war. Lediglich bei den Leerdefekten war
erkennbar, daß es nur zu einem minimalen Einwachsen von Knochen gekommen
sein konnte, da diese makroskopisch leer erschienen.
3.2.4. Computertomographie
Nach der Entnahme der Präparate wurden diese sofort zur Fixation in Formalin nach
Lillie eingelegt und im Kühlschrank aufbewahrt. Die so aufbewahrten Präparate
wurden dann in der Klinik für Radiologische Diagnostik der RWTH Aachen mit einem
Computertomographen untersucht. Hierbei zeigte sich bei den unbehandelten
Defekten, daß es nur zu einem geringen Einwachsen von Knochen vom Defektrand
her gekommen war. An den Defekträndern war eine minimale Knochenneubildung
nachweisbar. In der Gruppe, welche mit der autologen Spongiosa behandelt worden
war, konnte in den Defekten trabekulärer Knochen nachgewiesen werden. Mit der CT
war keine Unterscheidung zwischen implantiertem und neu gebildetem Knochen
möglich. Es zeigte sich jedoch, daß die Defekte gleichmäßig mit Knochen ausgefüllt
waren.
In der Gruppe, welche mit dem reinen TCP-Zement behandelt worden war, zeigte
sich, daß der Zement zu großen Teilen resorbiert worden war. In den Defekten waren
einzelne TCP-Partikel nachweisbar, welche untereinander durch neu gebildeten
Knochen verbunden waren (s.Abb.12). Es zeigte sich weiterhin, daß der Defekt
gleichmäßig mit Zement und Knochen gefüllt war und es also nicht, weder bei der
Operation, noch bei der Resorption des Zementes, zu Höhlenbildungen gekommen
war. In der Umgebung des Defektes konnten keine Zeichen einer lokalen Lyse von
Knochengewebe im Sinne einer Höhlenbildung gefunden werden.
In der Gruppe, welche mit dem Composite behandelt worden war, konnten im
Vergleich zu reinem TCP-Zement ähnliche Beobachtungen (s.Abb.13) gemacht
werden. Die Defekte waren gleichmäßig mit Zement und neu eingewachsenem
Knochen gefüllt, wobei der Knochen die Zementpartikel, welche noch nicht resorbiert
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worden waren, miteinander verband. Auch in dieser Gruppe konnten keine Zeichen
einer Osteolyse um oder in dem Defekt nachgewiesen werden. Zwischen der
Gruppe, welche mit reinem TCP behandelt worden war und der Composite-Gruppe
war kein signifikanter Unterschied erkennbar. Soweit es die Auflösung der
Computertomographie zuließ, war zwischen Zement und neu eingewachsenem
Knochen ein direkter Knochen/Zement-Kontakt in beiden Gruppen erkennbar.
Genauere Aussagen über die Beschaffenheit der Grenzfläche zwischen Knochen
und Zement waren jedoch mit dieser Untersuchungsmethode nicht möglich.
3.2.5 Mikroskopische Untersuchungen
Nach der Untersuchung mit dem CT wurden die Präparate in Methylmetacrylat
eingebettet und mit der Trenn-Dünnschliff-Technik Dünnschliffe mit einer Dicke von
ca. 70µm hergestellt.
3.2.5.1 Mikroradiographische Untersuchungen
Nach der Herstellung der Dünnschliffe wurden diese zunächst der
kontaktmikroradiographischen Untersuchung zugeführt. Hierbei zeigte sich in den
Leerdefekten ein minimaler Knochensaum am Defektrand. In der Gruppe, welche mit
autologer Spongiosa behandelt worden war, zeigte sich trabekulärer Knochen in dem
Defekt. Eine Unterscheidung zwischen implantiertem und neu gebildetem Knochen
war mit dieser Untersuchung nicht möglich. Es zeigte sich jedoch, daß der
implantierte Knochen mit dem umgebenden Knochengewebe zusammengewachsen
war und zwischen den beiden Knochenanteilen keine Spaltbildung und keine
Osteolysen nachgewiesen werden konnten. Zwischen beiden Knochenanteilen
bestand also ein enger Kontakt, wie er durch das Einwachsen von Knochen entlang
der implantierten Knochentrabekel zustande kommt. Der Defekt war in dem
umliegenden Knochen nur noch sehr schwer zu erkennen.
Die Untersuchung der Gruppen, welche mit Zement oder dem Composite behandelt
worden waren, erbrachte auch mit dieser Methode vergleichbare Ergebnisse. In den
Defekten waren einzelne TCP-Partikel nachweisbar, welche jedoch statt durch
Zementbrücken, wie es zu Versuchsbeginn der Fall war, durch neu gebildeten
Knochen miteinander verbunden wurden (s.Abb.14). Die feinen TCP-Brücken,
welche zu Versuchsbeginn die TCP-Partikel miteinander verbunden hatten, waren
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vollständig resorbiert worden und es waren ausschließlich die stabilen und langsam
resorbierbaren TCP-Partikel in den Defekten zu finden. Bei der Betrachtung der
Grenzfläche zwischen dem Zement und sowohl altem, als auch neu gebildetem
Knochen, zeigte sich ein direkter Knochen/Zement-Kontakt ohne bindegewebige
Zwischenschicht (s.Abb.15). Zwischen den beiden Gruppen war kein signifikanter
Unterschied bei der mikroskopischen Betrachtung der Kontaktmikroradiographien
erkennbar.
3.2.5.2 Fluoreszenzmikroskopie
Um die Dynamik und den zeitlichen Verlauf des Knochenwachstumes untersuchen
zu können, wurde eine intravitale Fluoreszenzmarkierung durchgeführt. Die
Farbstoffe wurden nach 1, 4, 7 und 11 Wochen in der Reihenfolge grün, rot, gelb und
blau verabreicht. Nach der Aufarbeitung der Präparate in histologische Schnitte
wurden die Präparate unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Hierbei zeigte
sich bei allen Präparaten eine unregelmäßige Verteilung der Farbbanden, d.h. daß
die Farbbanden beispielsweise keine einheitliche Dicke oder Intensität hatten.
Aufgrund dieser Bedingungen war eine quantitative Auswertung anhand der
Fluoreszenzmarkierung nicht möglich, so daß die Präparate nur qualitativ
ausgewertet und beschrieben werden konnten.
In der Gruppe der Leerdefekte zeigte sich bei der Betrachtung der Farbbanden ein
zentripetales Einwachsen von neu gebildetem Knochen in den Defekt. Die Abfolge
der Farbbanden entsprach der Reihenfolge der injizierten Farbstoffe, vom Defektrand
zur Mitte hin folgten auf die Farbe grün die Farben rot, gelb und blau. Da alle Farben
in der richtigen Reihenfolge nachgewiesen werden konnten ist festzuhalten, daß das
Wachstum des Knochens bis zum Ende des Versuches anhielt. Der neu
eingewachsene Knochen bildete jedoch nur einen schmalen Saum am Defektrand,
entsprach also nur einem minimalen Einwachsen von Knochen innerhalb des
Untersuchungszeitraumes.
Die Untersuchung der autologen Spongiosaplastik zeigte aufgrund der Farbabfolge
vitale Knochentrabekel in dem gesamten Defektbereich. Avitale Knochenareale, also
Areale welche nicht angefärbt waren, konnten nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Es zeigte sich, daß selbst Knochentrabekel in der Defektmitte scheinbar ab der 1
Woche, erkennbar an dem grünen Farblabel, an der Knochenbildung beteiligt waren.
Der Hauptteil des Knochenwachstumes ging jedoch auch in dieser Gruppe von dem
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Defektrand aus. Der Knochen wuchs vom Defektrand her zentripetal in den Defekt
ein. Der Defekt wurde von dem Knochen komplett durchwachsen. Das Wachstum
schien aufgrund der Farbabstufungen, ab dem Versuchsbeginn, bis zu dem
Versuchsende anzuhalten.
Die Defekte, welche mit reinem TCP-Zement gefüllt worden waren, zeigten ebenfalls
ein zentripetales Einwachsen des neu gebildeten Knochens in den Defekt. Die TCP-
Partikel, welche noch in den Defekten nachweisbar waren, zeigten am Defektrand
überwiegend grün gefärbten Knochen, also Knochen, welcher nach 1 Woche
entstanden war. Dieser stand in direktem Kontakt zu den TCP-Partikeln. Auf dieses
Farblabel folgten die restlichen Farben, entsprechend ihrer Verabreichung, von dem
Zentrum des einzelnen TCP-Partikels aus betrachtet. Der neu gebildete Knochen
lagerte sich also außen an die TCP-Partikel und den bereits gebildeten Knochen an.
Zur Defektmitte hin traten immer mehr die Farben, welche zu einem späteren
Zeitpunkt verabreicht worden waren, in den Vordergrund. Der Knochen schien
zumindest die ersten 5 Wochen nach der Operation zu benötigen, um bis zu der
Defektmitte einzuwachsen, da dort vor allem das rote Farblabel nachzuweisen war.
Jedoch waren in der Defektmitte auch die beiden späteren Farblabel zu erkennen.
Das Einwachsen des Knochens hatte also kurz nach der Operation begonnen und
sich bis zum Versuchsende fortgesetzt.
Die Untersuchung der Defekte, welche mit dem TCP/bFGF-Composite gefüllt worden
waren, zeigten ähnliche Ergebnisse, wie sie sich bei der Betrachtung der Defekte mit
reinem TCP ergaben. Auch in dieser Gruppe war der Knochen zentripetal vom
Defektrand aus in die Defektmitte vorgewachsen. Die Farblabel deuteten ebenfalls
auf eine frühe Knochenbildung am Defektrand und in direktem Kontakt zu den TCP-
Partikeln hin, bei der Betrachtung als grüne und rote Farblabel erkennbar, während
die Knochenbildung in der Defektmitte und in weiterer Entfernung zu den TCP-
Partikeln zu einem späteren Zeitpunkt erfolgte, sich also rot, gelb und blau darstellte.
Auch in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe, welche mit reinem TCP und der
Gruppe, welche mit dem TCP/bFGF-Composite behandelt worden war.
3.2.5.3 Histologie
Nach Abschluß der fluoreszenzmikroskopischen und der mikroradiographischen
Untersuchungen wurden die ca. 70µm dicken Dünnschliffe Toluidinblau gefärbt.
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Daran anschließend wurden die Präparate zunächst einer histologischen
Untersuchung mit dem Mikroskop unterzogen. Bei der Betrachtung der Leerdefekte
fiel erneut der schmale Knochensaum am Defektrand auf, welcher sich zirkulär um
den Defekt darstellte (s.Abb.16).
Die Defekte, welche mit autologer Spongiosa gefüllt worden waren, wiesen bei der
mikroskopischen Untersuchung eine Füllung des Defektes mit trabekulärem bzw.
spongiösem Knochen auf. (s.Abb.17) Zwischen dem alten Lagerknochen, dem
implantierten Knochen und dem neu gebildetem Knochen bestand ein direkter
Kontakt. Es war teilweise schwierig, genau zwischen den einzelnen Knochenarten zu
differenzieren und den ehemaligen Defektrand zu erkennen.
Bei der Untersuchung der autologen Spongiosaplastik zeigten sich histologisch keine
Anzeichen für eine Infektion oder Abstoßungsreaktionen.
Wie direkt postoperativ angefertigte Dünnschliffe mit implantiertem TCP-Zement
zeigten, konnte der Zement formschlüssig und in direktem Kontakt zu dem
umliegenden Knochen eingebracht werden (s.Abb.18).
Die Untersuchung der Gruppe, welche mit reinem TCP behandelt worden war,
zeigte, daß die Defekte bis zu der Mitte mit Zement oder Knochen gefüllt waren. In
den Defekten waren noch einzelne TCP-Partikel zu erkennen, welche durch den neu
eingewachsenen Knochen miteinander verbunden wurden. Bei der Betrachtung der
Grenzfläche zwischen Knochen und dem Zement fiel ein direkter Kontakt auf, wobei
auch bei größerer Vergrößerung keine bindegewebige Zwischenschicht
nachgewiesen werden konnte. Die feinen TCP-Brücken, welche bei dem Aushärten
des Zementes zwischen den TCP-Partikeln gebildet worden waren, waren
weitgehend resorbiert worden. Zwischen den einzelnen TCP-Partikeln war keine
keramische bzw. zementartige Verbindung mehr gegeben, sondern die TCP-Partikel
waren ausschließlich durch Knochen miteinander verbunden (s.Abb.19+21). Nach 3
Monaten waren also große Teile des Zementes resorbiert und durch Knochen ersetzt
worden.
Die Betrachtung der Gruppe, welche mit dem TCP/bFGF-Composite behandelt
worden war, zeigte auch bei der Verwendung dieser Methode keinen deutlichen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (s.Abb.20+22). Auch in dieser Gruppe
war der Zement zu einem großen Teil resorbiert worden und der resorbierte Zement
durch Knochen ersetzt worden. Zwischen dem neu eingewachsenen Knochen und
dem Zement fand sich ein direkter Kontakt ohne bindegewebige Zwischenschicht.
Der neu eingewachsene Knochen hatte enge Verbindung zu dem Defektrand, also
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altem Knochen und dem Zement und zeigte ein zentripetales Wachstum in den
Defekt. Nach der Studiendauer von 3 Monaten war das Knochenwachstum bis in die
Defektmitte vorgedrungen. Aber auch nach dieser Zeit waren an den neugebildeten
Knochentrabekeln schmale Osteoidsäume zu erkennen, welche darauf hindeuteten,
daß das Knochenwachstum noch nicht abgeschlossen war.
In keiner der untersuchten Gruppen zeigten sich Anzeichen eines Infektes oder einer
Abstoßungsreaktion.
3.2.5.5 Histomorphometrie
Um die Ergebnisse der histologischen Untersuchung quantifizieren zu können, wurde
eine histomorphometrische Untersuchung mit dem Quantimed 600, einem
halbautomatischen Bildanalysesystem, durchgeführt. Bei dieser Untersuchung
wurden zunächst zwei Proben vermessen, welche den postoperativen Status der
Defektfüllung dokumentieren sollten. Hierzu wurden bei bereits getöteten Schafen
die Defekte gefräst und mit Zement gefüllt. Anschließend wurden auch hier die
Würfel mit dem Defekt aus dem Knie entnommen und der regulären Aufarbeitung
zugeführt. Nach der Herstellung der Dünnschliffe wurden diese Präparate
histomorphometrisch untersucht. Es zeigte sich, daß die Defekte postoperativ zu
92% mit Zement gefüllt waren. Nach der Dauer von 3 Monaten betrug der
Zementanteil an der Defektfläche in der Gruppe mit reinem TCP 11,3% und in der
Gruppe mit dem Composite dagegen 14,4% (s.Diagramm5). Dieser Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant.
Der Leerdefekt war am Ende der Versuchsdauer zu 5,1% mit Knochen, bezogen auf
die gesamte Defektfläche, gefüllt. Die Defekte, welche mit autologer Spongiosa
behandelt worden waren, waren zu 19,9% mit Knochen gefüllt, wobei der Meßwert
die Anteile von implantiertem Knochen und neu gebildetem Knochen
zusammenfasst. Die Defekte, welche mit reinem TCP behandelt worden waren,
waren zu 25% mit Knochen gefüllt, während die Defekt, welche mit dem Composite
behandelt worden waren, zu 15,7% mit Knochen gefüllt waren (s.Diagramm4). Diese
Unterschiede waren statistisch signifikant.
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Diagramm 4: Histomorphometrische Untersuchung der Schafspräparate (Knochen)
Diagramm 5: Histomorphometrische Untersuchung der Schafspräparate (Zement)
Die Signifikanz ist mit * für p<0,05 dargestellt, in den Fällen, die nicht signifikant waren,
wurde die Bezeichnung n.s. gewählt.
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4. Diskussion
Bereits seit einigen Jahren hat die Erforschung von verschiedenen
Knochenersatzstoffen dazu geführt, daß genaue Vorstellungen über die
Anforderungen an den „idealen Knochenersatzstoff“ entwickelt wurden. Der Grund
für diese Entwicklung ist, daß in 10% aller orthopädischen und unfallchirurgischen
Operationen der Einsatz eines Knochenersatzstoffes notwendig ist. Bis zum heutigen
Datum stellt die autologe Spongiosaplastik den Goldstandard für
Knochenersatzstoffe dar, so daß sich jeder neu entwickelte und untersuchte
Knochenersatzstoff an diesem Standard messen lassen muß. Die autologe
Spongiosaplastik hat jedoch einige Nachteile, wie zum Beispiel die eingeschränkte
Verfügbarkeit und die Notwendigkeit eines zweiten Eingriffes mit allen damit
verbundenen Risiken, wie Infektion, Blutung und Schmerz. Deswegen wird bis heute
nach Alternativen gesucht, welche, um auf den Begriff des idealen
Knochenersatzstoffes zurückzukommen, folgende Anforderungen erfüllen sollten:
1. Biokompatibel
2. Osteokonduktiv
3. Osteoinduktiv bzw. zumindest osteostimulativ
4. Resorbierbar/ biodegradabel
5. Sterilisierbar
6. In ausreichender Menge verfügbar
7. Biomechanisch stabil
Der verwendete Trikalziumphosphatzement sollte in dieser Studie in einem
Tiermodell getestet werden, mit dem es möglich sein sollte, die Fragen nach der
Erfüllung der Anforderungen an den idealen Knochenersatzstoff zu beantworten. Da
in dieser Studie auch untersucht werden sollte, ob die Verwendung dieses Zementes
in Verbindung mit dem basischen Fibroblasten Wachstumsfaktor als Composite zu
einer höheren osteostimulativen Potenz führen kann, wurden zwei verschiedene
Tiermodelle verwendet. Zunächst sollte durch Versuche mit dem Bohrlochdefekt im
Rattenmodell eine Dosis-Wirkungskurve erstellt werden und im zweiten Teil der
Studie sollten diese Ergebnisse an dem Großtiermodell Schaf durch einen
Trepanationsdefekt im der distalen Femurepiphyse verfiziert werden. Um die Frage
nach der biomechanischen Belastbarkeit des Zementes bzw. des Knochens nach der
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Implantation des Zementes beurteilen zu können, wurde in dem ersten Versuchsteil,
also dem Versuchsteil mit den Ratten, ein 3-Punkt-Belastungstest durchgeführt. Der
Vorteil der Durchführung dieses Testes an dem Rattenmodell war, daß aus einem
entnommenen Femur, durch Halbierung des Knochens, zwei Präparate hergestellt
werden konnten, von denen eines für den biomechanischen Test und das andere für
feingewebliche Untersuchungen zur Verfügung stand. Da die üblichen
biomechanischen Tests zu der Zerstörung der Präparate führen, wurde in dem ersten
Versuchsteil das beschriebene Verfahren angewandt, in dem zumindest eine Hälfte
des Femurs für weitere Untersuchungen erhalten bleibt. In dem zweiten Versuchsteil,
mit den Schafen, war keine biomechanische Untersuchung möglich, da durch die
Lage der Defekte kein Präparat gewonnen werden konnte, das sich mechanisch so
untersuchen ließ, daß es danach noch für eine feingewebliche Untersuchung
verwendbar war.
Bei dem Rattenmodell handelt es sich um eine etablierte Methode zur Testung von
Knochenersatzstoffen (Higashi et al. (1986)). Die Ratte besitzt einen dem Menschen
ähnlichen Knochenstoffwechsel, so daß die Ergebnisse zumindest bedingt auf den
Menschen übertragen werden können. Weitere Vorteile des Rattenmodelles sind die
geringen Kosten und die einfache Handhabbarkeit der Tiere.
 Ein Nachteil des Rattenmodelles ist jedoch, daß in dem Rattenfemur mit einem
Bohrlochdefekt aufgrund des Durchmessers des Knochens kein Defekt kritischer
Größe herstellbar ist. Ein ruhiges und stabiles Implantatlager, also ein Implantatlager
in dem keine Mikrobewegungen stattfinden, ist jedoch eine Voraussetzung für die
knöcherne Einheilung von Knochenersatzstoffen. Werden Knochenersatzstoffe in
instabilen Defekten eingesetzt, kommt es in den meisten Fällen zu der Ausbildung
einer Pseudarthrose. Um die Entwicklung einer Pseudarthrose aufgrund instabiler
Verhältnisse auszuschließen, wurden die Rattenfemora in den ersten Abschnitten der
Studie mit einer 4-Loch-Platte versorgt. Nach der Untersuchung der ersten Präparate
mit dem Tischröntgengerät zeigte sich jedoch, daß die Implantation der
Osteosyntheseplatte selber zu Längsrissen und Frakturen der Knochen führte. Da
festgestellt wurde, daß die Rattenfemora auch nach der Bohrung des Defektes
ausreichend stabil waren, wurde die Operationsmethode modifiziert und die
Stabilisierung durch die 4-Loch-Platte nicht mehr durchgeführt.
Tiermodelle, welche der Erforschung der Heilung von Knochendefekten dienen,
sollten über eine kritische Größe verfügen. Das bedeutet, daß es sich um einen
Defekt handelt, welcher innerhalb eines Zeitraumes von 6 Monaten nach der Anlage
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des Defektes nicht ausheilt, bzw. nicht signifikant mit Knochen ausgefüllt wird. Bei
der Betrachtung der Studien von Mulliken (1980), Takagi (1982) und Schmitz (1990)
wird deutlich, daß die verwendete Defektgröße in dem Rattenmodell sehr gering ist
und der Defekt nicht über eine kritische Größe verfügt. Bei einer Einheilungszeit von
6 Monaten zeigte Mulliken (1980), daß der Knochendefekt mindestens 4mm im
Durchmesser groß sein sollte. Takagi (1982) und Schmitz (1990) zeigten dagegen,
daß bei einer Einheilungszeit von 6 Wochen bzw. 3 Monaten die Defektgröße bei der
Ratte mindestens 8mm betragen sollte. Die Betrachtung der Ergebnisse der
Leerdefekte der vorliegenden Studie zeigt jedoch, daß bei der gewählten
Einheilungszeit von 3 Wochen der Defekt zwar bereits weitgehend mit Gewebe
gefüllt ist, der Defekt aber noch nicht vollständig knöchern durchbaut ist.
In dem zweiten Versuchsteil wurde das bereits erwähnte Schafsmodell verwendet.
Die Defektgröße, welche für Schafe einen Defekt kritischer Größe darstellt, beträgt
bei einer Einheilungszeit von 3 Monaten 18-20mm Durchmesser (Lindholm (1988)).
Die in dieser Studie verwendete Defektgröße liegt mit 9,4mm deutlich unter der
angegebenen Größe, bei gleicher Versuchsdauer, jedoch konnte bei der
Untersuchung der Leerdefekte nachgewiesen werden, daß es bei dieser
Versuchsdauer, auch bei dem kleineren Defekt, zu keiner knöchernen Füllung des
Defektes kommt und der Defekt somit eine kritische Größe zu haben scheint. Ob es
nach einer wesentlich längeren Versuchsdauer doch eventuell zu einer knöchernen
Überbrückung des Defektes kommt, kann durch die vorliegenden Daten und Befunde
nicht beurteilt werden. Das verwendete Tiermodell ist jedoch bereits 1993 erfolgreich
von Schnettler eingesetzt worden. Auch wenn der Knochenstoffwechsel des Schafes
gegenüber dem Menschen beschleunigt ist, lässt das Schafsmodell aufgrund der
ähnlichen Knochenstruktur einer Übertragung auf den Menschen zu.
Eine wichtige Voraussetzung für die Herstellung der Defekte in diesem Tiermodell ist
die Entwicklung der innengekühlten Hohlfräse, welche auf Draenert (1988)
zurückgeht. Mit dieser Fräse ist es möglich, ein vitales und nur gering traumatisiertes
Implantatlager zu schaffen, was mit den bisher verwendeten Drillbohrern kaum
möglich war. Diese Drillbohrer führen vielmehr häufig zu Mikrofrakturierungen und
ungenauen, kaum standardisierbaren Defekten (Schnettler (1993)). Durch die
Verwendung der im „Materialien- und Methodenteil“ beschriebenen Methoden war
die Möglichkeit gegeben, das Einheilungsverhalten des Zementes und des
Composites zu beurteilen und mit den Anforderungen an Knochenersatzstoffe zu
vergleichen.
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Die makroskopische Untersuchung der Rattenfemora, welche mit reinem TCP-
Zement behandelt worden waren, ergab keinen Hinweis auf eine entzündliche,
allergische oder Abstoßungsreaktion des Tieres gegen den implantierten
Knochenzement. Der implantierte Zement scheint also biokompatibel zu sein, wie
sich auch in den histologischen Untersuchungen zeigte, in denen keine Hinweise auf
die oben genannten Prozesse nachgewiesen werden konnten. Zwischen den beiden
Gruppen, also zwischen den Gruppen mit 1 und 3 Wochen Einheilungszeit waren bei
dieser Untersuchung keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Der TCP-
Zement scheint bioaktiv zu sein, daß heißt, daß er mit dem Knochen in direkten
Kontakt steht und sich keine bindegewebige Zwischenschicht ausbildet. Zu erkennen
war dies in der histologischen Untersuchung, in der der Knochen in direktem Kontakt
zu dem Zement stand und sich keine Zwischenschicht aus nicht kalzifizierendem
Gewebe gebildet hatte. Dieses Ergebnis wurde in der kontaktmikroradiographischen
Untersuchung noch unterstützt, da sich auch hier ein direkter Knochen/Zement-
Kontakt zeigte. Am deutlichsten wurde die bioaktive Eigenschaft des Zementes
allerdings in der elektronenmikroskopischen Untersuchung, in der der
Knochen/Zement-Kontakt detailiert dargestellt werden konnte. In allen angeführten
Untersuchungen zeigte sich, daß der Zement, bzw. die verbliebenen Zementpartikel
von neu gebildetem Knochen umgeben waren und die bei der Aushärtung des
Zementes zwischen den TCP-Partikeln gebildeten Zementbrücken resorbiert worden
waren. Die Zusammensetzung des Zementes aus zwei unterschiedlichen
Komponenten, einer soliden, aus TCP-Partikeln bestehenden, langsam
resorbierbaren Komponente und einer aus feinen TCP-Brücken gebildeten
Komponente, welche schnell resorbierbar ist, zeigte sich in dieser Studie sowohl in
der histologischen als auch in der mikroradiographischen Untersuchung. Die
hierdurch beabsichtigte unterschiedlich schnelle Resorbierbarkeit war in dieser
Studie nachvollziehbar, da nach 3 Wochen nur noch solide TCP-Partikel in den
Defekten nachgewiesen werden konnten, wobei hingegen in der Gruppe mit 1
Woche Einheilungszeit noch Reste der TCP-Brücken erkennbar waren. Da der
Knochen, wie sich in der histologischen und der mikroradiographischen
Untersuchung zeigte, entlang des TCP-Zementes eingewachsen war und die TCP-
Partikel umgab, konnte somit auch die osteokonduktive bzw. osteogene Eigenschaft
des Zementes gezeigt werden, der Zement diente dem einwachsenden Knochen
also als Leitschiene. In der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung war dieser
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Effekt ebenfalls nachvollziehbar, da sich bei der Betrachtung der Aufnahmen ein
zentripetales Einwachsen des Knochens zeigte und der Knochen, an den
Farbbanden erkennbar, entlang des TCP-Zementes bis zur Defektmitte
eingewachsen war. Das Knochenwachstum setzte bereits zu dem Zeitpunkt der
ersten Fluorochromapplikation am Defektrand ein und setzte sich in der Reihenfolge
der unterschiedlichen Farbbanden fort. Nach 1 Woche Einheilungszeit war das
Knochenwachstum noch nicht soweit  fortgeschritten wie nach 3 Wochen, es war
jedoch die Tendenz zu dem zentripetalen Einwachsen des Knochens zu erkennen.
Die durchgeführte histomorphometrische Untersuchung der Defekte aus dem
Rattenmodell zeigte zwischen den Gruppen, welche mit autologer Spongiosaplastik
behandelt worden waren, und den Gruppen welche mit dem Zement behandelt
worden waren, keine signifikanten Unterschiede. Da bei der histomorphometrischen
Untersuchung die Füllung der Defekte mit Zement bzw. Knochen getrennt untersucht
worden waren, es sich also um den reinen Knochenanteil handelte, war zwar die
Füllung der Defekte mit Knochen in der TCP-Gruppe (22,9%) geringer als in der
Spongiosagruppe (36,33%), in den Zementgruppen war jedoch noch der Anteil des
Zementes an der Defektfüllung hinzu zu addieren, so daß sich insgesamt eine
größere Defektfüllung in der Zementgruppe als in der Spongiosagruppe ergab. In der
Spongiosagruppe wurde ein Knochenanteil von 36,33% an der Defektfläche
gemessen. Der mit dem TCP-Zement gefüllte Defekt war zu 22,9% mit Knochen und
zusätzlich mit 27,05% Zement gefüllt. Insgesamt ergab sich also für die TCP-Gruppe
eine Füllung des Defektes zu 47,95%. Dies ist deutlich mehr als in der
Spongiosagruppe. Hierbei war darüber hinaus noch zu beachten, daß bei der
histomorphometrischen Untersuchung der transplantierte Knochen in der Gruppe der
autologen Spongiosaplastik nicht gesondert messen wurde und somit in die
Gesamtsumme des gemessenen Knochens mit eingegangen ist. Der als
Knochenersatzstoff verwendete TCP-Zement ist also in diesem Punkt mit der
autologen Spongiosaplastik vergleichbar. Wie sich auch in diesem Versuch zeigte
(vgl. Niedhart et al. (2001)), wird die transplantierte autologe Spongiosa zwar im
Rahmen des physiologischen „bone remodellings“ umgesetzt, einzelne
Knochenareale bleiben aber avital und können nur langsam knöchern integriert
werden.
Ob und in welchem Umfang der Zement resorbiert und durch neu gebildeten
Knochen ersetzt wird, sollte in dem Großtiermodell des Schafes mit einer längeren
Einheilungszeit untersucht werden. Die biomechanische Untersuchung der
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Rattenknochen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen, auch nicht im Vergleich zu dem Leerdefekt. Es scheint, daß die
Implantation eines Knochenersatzstoffes, in diesem Versuch autologe
Spongiosaplastik und TCP-Zement, nach 3 Wochen zu gleichen Ergebnissen führt,
was aber sicherlich auch durch die kurze Versuchsdauer erklärt werden kann.
Die makroskopische Untersuchung der nach 3 Monaten gewonnen Schafspräparate,
unterstrich die bereits erwähnte biokompatible Eigenschaft des TCP-Zementes, da
sich auch hier keinerlei Anzeichen für allergische, entzündliche oder
immuninkompatible Reaktionen ergaben. Auch in der histologischen Untersuchung
war kein Hinweis auf chronisch entzündliche Veränderungen im oder um das
Implantat nachzuweisen. Die histologische Untersuchung zeigte darüber hinaus
einen direkten Knochen/Zement-Kontakt und vollständig von Knochen umgebene
TCP-Partikel. In den Defekten waren schmale Osteoidsäume zu erkennen, welche
auf ein fortschreitendes Knochenwachstum hinwiesen. Die bioaktiven und
osteokonduktiven  Eigenschaften des TCP-Zementes waren also auch in dem
Tiermodell des Schafes nachweisbar. Diese Eigenschaften waren außer in der
histologischen Untersuchung auch in der kontaktmikroradiographischen
Untersuchung erkennbar. Der Knochen war, wie sich in der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zeigte, zentripetal vom Defektrand zur
Defektmitte hin eingewachsen. Die Farbgebung der ersten Fluorochromgabe war
direkt am Defektrand zu erkennen, die Farblabel der anderen Fluorochrome folgten
in der entsprechenden Reihenfolge.
Die Farblabel verdeutlichten weiterhin, daß die TCP-Partikel im Laufe der
Versuchsdauer resorbiert und durch neu gebildeten Knochen ersetzt worden waren.
In den Defekten waren in allen Untersuchungen nur noch TCP-Partikel zu erkennen,
welche untereinander durch neu gebildeten Knochen in Verbindung standen. Die
ersten Hinweise auf eine weitgehende Resorption des Zementes waren bereits bei
der Betrachtung der Röntgenbilder zu finden, welche postoperativ, nach 7 und nach
12 Wochen Versuchsdauer angefertigt worden waren. In den postoperativen Bildern
zeigte sich, daß die Defekte vollständig mit Zement gefüllt waren und der Zement im
Röntgenbild als homogene Masse erkennbar war. Bereits nach 7 Wochen war jedoch
eine deutliche Abnahme der Größe und der Dichte des Zementzylinders zu
erkennen. Am Versuchsende zeigte sich dann, daß der Zement nahezu vollständig
resorbiert worden war. Auch in der computertomographischen Untersuchung zeigte
sich, daß der Zement bereits weitgehend resorbiert worden war und daß zwischen
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den TCP-Partikeln neu gebildeter Knochen zu finden war. Die Resorption des
Zementes konnte in dem Schafsmodell quantifiziert werden. Die Messung von direkt
postoperativ gewonnenen Präparaten ergab eine Defektfüllung von 92% mit Zement.
Nach 3 Monaten waren die Defekte nur noch zu 11,3% mit Zement gefüllt. Der
Zement war also zu über 80% resorbiert und, zumindest teilweise, durch neu
gebildeten Knochen ersetzt worden. In welchem Zeitraum die restlichen 11,3%
abgebaut werden, bleibt jedoch unklar.  Es ist jedoch zu erwarten, daß der Zement
vollständig resorbiert werden würde, da Untersuchungen mit vorgeformten, soliden ß-
TCP-Keramiken des selben Herstellers zeigen (Siebert et al. (1999)), daß der
Zement vollständig resorbiert wird. Der Anteil des Knochens an der Defektfläche lag
mit 25% in der TCP-Gruppe signifikant über dem Anteil des Knochens, welcher in der
Gruppe mit autologer Spongiosaplastik gemessen wurde. Der TCP-Zement ist also
zumindest osteokonduktiv, wenn nicht sogar osteostimulativ. Das der Zement
osteostimulative Eigenschaften hat, wird vor allem dann deutlich, wenn man bedenkt,
daß in der Gruppe mit autologer Spongiosaplastik der implantierte Knochen, wie in
dem Rattenversuch auch, nicht gesondert gemessen wurde. Der Anteil des neu
gebildeten Knochens liegt also in der TCP-Gruppe deutlich über dem gemessenen
Unterschied von 5% im Vergleich zu der Gruppe mit autologer Spongiosa, welcher
bei der Betrachtung der histomorphometrischen Ergebnisse auffiel. Von autologer
Spongiosa wiederum ist bekannt, daß sie, unter anderem aufgrund der enthaltenen
Wachstumsfaktoren, osteogene bzw. osteostimulative Potenz besitzt.
Abschließend ist festzuhalten, daß der in dieser Studie verwendete TCP-Zement in-
situ aushärtet, biokompatibel, bioaktiv und resorbierbar ist, osteokonduktive und
osteostimulative Eigenschaften besitzt und für die Füllung stabiler Defekte
ausreichend mechanisch belastbar ist. Die Kompressionsstabilität des Zementes von
10 MPa nach dem vollständigen Aushärten in Blut, liegt unter der
Kompressionsstabilität  von trabekulärem Knochen (max. 30 MPa) und von bereits in
der Klinik verwendeten Kalziumphosphatzementen, wie Norian SRS (Norian
Corporation, Cupertino, CA, USA) oder Biozement D (Merck Biomaterial, Darmstadt).
Die Stabilität dieser Knochenersatzstoffe liegt mit 33 bzw. 48 MPa (Driessens et al.
(1998)) über dem Wert von 10 MPa, welcher für den verwendeten TCP-Zement
angegeben wurde. Es zeigte sich in der vorliegenden Studie, daß der TCP-Zement,
wie die beiden angeführten Handelsprodukte auch, über osteotransduktive
Eigenschaften verfügt. Das bedeutet, daß in vergleichbarer Menge Zement durch
Osteoklasten resorbiert und durch Osteoblasten neuer Knochen gebildet wird. Bei
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einem Vergleich der Ergebnisse der Studien von Wippermann et al. (1997),
Schnettler et al. (1992) und den Ergebnissen der vorliegenden Studie fällt auf, daß
die Menge an neu gebildetem Knochen bei dem TCP-Zement mit 25% unter der
Menge liegt, welche von den genannten Autoren in Verbindung mit der schlecht
resorbierbaren Hydroxylapatitkeramik gefunden wurde. Nach 3 Monaten konnten
Wippermann et al. (1997) in der Keramik einen Knochenanteil von 33,9% und
Schnettler et al. (1993) einen Knochenanteil von 28% an der Defektfläche nach 34
Tagen nachweisen. Vor allem die Studie von Wippermann erlaubt einen Vergleich
der Eigenschaften des untersuchten Zementes, da in dieser Studie auch ein
Schafsmodell verwendet wurde. Im Vergleich zu anderen TCP-Zementen ist der
Anteil des neu gebildeten Knochens und des resorbierten Zementes bei dem hier
verwendeten TCP-Zement höher asls z.B. bei dem von Frankenburg et al. (1998)
untersuchten Norian SRS. In dieser Studie konnte gezeigt werden, daß nach 78
Wochen der Anteil an neu gebildetem Knochen in einem Hundemodell 23% betrug
und der Zement zu 1/3 resorbiert worden ist. Im Vergleich zu dem hier untersuchten
Zement, wurde in der vorliegenden Studie ein Knochenwachstum von 25% und eine
Resorption des Zementes von ca. 80% nachgewiesen werden.
Der Grund für den höheren Anteil an neu gebildetem Knochen bei der Verwendung
von HA mag darin liegen, daß das Hydroxylapatit, da es nur schlecht resorbiert
werden kann, dem Knochen über die gesamte Versuchsdauer als osteokonduktives
Material dienen kann, während der TCP-Zement im Laufe der Zeit immer mehr
resorbiert wird. Durch die zunehmende Resorption nimmt auch die
Osteokonduktivität des Zementes im Laufe der Zeit ab. Es ist aber gerade einer der
Vorteile des untersuchten TCP-Zementes, daß er, im Gegensatz zu Hydroxylapatit,
durch neu gebildeten Knochen ersetzt werden kann und somit zu einer Restitutio ad
integrum, also zu einer vollständigen Ausheilung des Defektes führt, ohne das der
Defekt später mit einem Fremdmaterial gefüllt ist.
Um dem Zement eine osteostimulative Potenz zu verleihen, bzw. eine eventuell
vorhandene osteostimulative Potenz zu unterstützen, wurde dem Zement in dieser
Studie der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF) zugesetzt, dessen
osteostimulative Potenz hinlänglich bekannt ist.
Der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor hat eine Vielzahl verschiedener
Wirkungen im Organismus. Er besitzt eine mitogene Potenz auf Osteoblasten und
Fibroblasten, er wirkt osteostimulativ und angiogenetisch, um nur einige der
Wirkungen des bFGF zu nennen. Die in diesem Versuch wichtigste Eigenschaft des
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bFGF ist die osteostimulative Wirkung, mit deren Hilfe die Einheilung des
implantierten TCP-Zementes beschleunigt werden sollte. Um das
Einheilungsverhalten des TCP/bFGF-Composites beurteilen zu können, wurde das
Composite zunächst in dem Rattenmodell untersucht, um eine Dosis-Wirkungs-Kurve
erstellen zu können und die Konzentration des bFGF zu ermitteln, bei der die
Wirkung am deutlichsten ist. Die Ergebnisse dieses Versuchsteiles sollten dann in
dem Großtiermodell des Schafes verifiziert werden.
Die makroskopische Untersuchung der entnommenen Präparate und die
postoperative Beobachtung der Ratte ergab wiederum keinen Hinweis auf
allergische, entzündliche oder immuninkompatible Reaktionen, so daß davon
ausgegangen werden kann, daß auch der Zusatz des bFGF keine Änderung der
Biokompatibilität des Zementes hervorrief. In der histologischen Untersuchung zeigte
sich vielmehr erneut ein direkter Knochen/Zement-Kontakt ohne bindegewebige
Zwischenschicht und von neu gebildetem Knochen umgebene Zementpartikel. Bei
diesen Beobachtungen waren zwischen den einzelnen Konzentrationen des bFGF
mit gleicher Einheilungszeit keine Unterschiede zu festzustellen. Das bFGF schien
also ebenfalls keinen Einfluß auf die Bioaktivität und die Osteokonduktivität des
Zementes zu besitzen. Der Knochen/Zement-Kontakt konnte in der
kontaktmikroradiographischen Untersuchung noch deutlicher als in der
histologischen Untersuchung dargestellt werden. Der neu gebildete Knochen war in
direktem Kontakt zu dem Zement in den Defekt eingewachsen. In der
kontaktmikroradiographischen Untersuchung wurde die Osteokonduktivität des
Composites erneut deutlich, da die einzelnen TCP-Partikel von neu gebildetem
Knochen umgeben waren. Zwischen den Gruppen, welche mit reinem TCP-Zement
behandelt worden waren, und den Composite-Gruppen waren keine signifikanten
Unterschiede zu erkennen. Der neu gebildete Knochen zeigte in der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung erneut ein zentripetales Einwachsen,
wobei das Knochenwachstum zu dem Zeitpunkt der ersten Fluorochrom-Injektion,
also nach 1 bzw. 4 Tagen bereits eingesetzt hatte. Die TCP-Partikel wurden von
außen nach innen resorbiert und teilweise durch neu gebildeten Knochen ersetzt.
Aber wie auch in den anderen Untersuchungen waren zwischen dem reinen TCP
und dem Composite keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Um das Ergebnis
der histologischen Untersuchung quantifizieren zu können, wurde eine
histomorphometrische Untersuchung durchgeführt.
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Die Vermessung der Anteile des Knochens und des Zementes an der Defektfläche
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, sowohl
den Gruppen mit unterschiedlichen bFGF-Konzentrationen als auch im Vergleich zu
der Gruppe mit reinem TCP. Auch der Bruchtest zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Anhand der erhobenen Befunde war
die Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve nicht möglich, so daß in dem zweiten
Versuchsteil das Interesse darin bestand, festzustellen, welchen Effekt das bFGF im
Einsatz als Composite mit dem neuartigen TCP-Zement in einem Großtiermodell
haben würde. Die verwendete Konzentration von 200µg bFGF in dem Schafsmodell
ist aus früheren Studien bekannt (Wippermann (1997), Nakamura et al. (1998)) und
hatte in diesen Studien zu einer Erhöhung der Wachstumsrate des Knochens
geführt, so daß auch in dieser Studie davon ausgegangen wurde, daß das bFGF zu
einer Verstärkung des Knochenwachstumes führen würde. Weiterhin war es in dem
Versuchsteil mit den Schafen interessant zu beobachten, inwieweit der Zement bei
einer längeren Versuchsdauer resorbiert werden würde. Da die osteostimulativen
Eigenschaften des bFGF bekannt sind, und der verwendete TCP-Zement in einer
Paralleluntersuchung in Verbindung mit BMP-2 weitaus bessere Ergebnisse zeigte
(Niedhart et al. (1999)), war in dem zweiten Versuchsteil zumindest von der
grundsätzlichen Eignung des TCP-Zementes als Bestandteil eines funktionierenden
Composites auszugehen.
Bei den durchgeführten Untersuchungen, also der Röntgenuntersuchung, der
Fluoreszenzmarkierung, der Kontaktmikroradiographie und der histologischen
Untersuchung waren keine signifikanten Unterschiede zwischen der TCP-Gruppe
und der Composite-Gruppe festzustellen. In diesen Untersuchungen konnte die gute
Eignung der autologen Spongiosaplastik als Knochenersatzmaterial nachgewiesen
werden, da nach 3 Monaten der Defekt mit trabekulärem Knochen gefüllt war und der
Defekt nur noch mit Mühe von dem umgebenden Knochen zu unterscheiden war.
Die abschließende histomorphometrische Untersuchung zeigte, daß in der Gruppe,
welche mit dem reinen TCP-Zement behandelt worden war, mit einem Unterschied
von etwa 10%, signifikant mehr Knochen gebildet wurde als in der Gruppe, welche
mit dem Composite behandelt worden war.
Die Betrachtung der Ergebnisse der histomorphometrischen Untersuchung des
Zementanteiles zeigte, daß sowohl in der TCP-Gruppe als auch in der Composite-
Gruppe etwa 80% des zu Beginn des Versuches implantierten Zementes resorbiert
worden ist. Die beiden Gruppen unterschieden sich nach 3 Monaten zwar nicht
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signifikant, tendenziell war jedoch eine vermehrte Resorption in der TCP-Gruppe als
in der Composite-Gruppe nachweisbar. Die Verwendung des bFGF in Verbindung
mit dem TCP-Zement hatte einen negativen, bzw. inhibitorischen Effekt auf das
Knochenwachstum und auf die Resorption des Zementes.
Die Ergebnisse dieser Studie können durch verschiedene mögliche Erklärungen
begründet werden. Die naheliegendste Erklärung wäre, daß das bFGF keine
osteostimulative Wirkung hatte, die Osteoblasten also nicht zum Wachstum stimuliert
wurden. Wie die im Vorfeld zu der vorliegenden Studie durchgeführte Untersuchung
in vitro aber zeigte, führte die Zugabe des bFGF zu kultivierten Osteoblasten zu einer
Stimulation des Wachstumes dieser Zellen. Es konnte gezeigt werden, daß das
verwendete bFGF die in der Literatur beschriebenen osteostimulativen Eigenschaften
besitzt und somit für die Durchführung der Studie geeignet war.
Die nächste mögliche Erklärung bezieht sich auf die Eignung des neu entwickelten
TCP Zementes als Trägermaterial für das bFGF. In den Studien von Schnettler
(1992), Wippermann (1997) und Wang und Aspenberg (1996) konnte gezeigt
werden, daß das bFGF grundsätzlich für die Verwendung als Zusatz zu
Knochenersatzstoffen geeignet ist. In den angeführten Untersuchungen konnte
gezeigt werden, daß in Verbindung mit den Knochenersatzstoffen HA und DBM
bFGF zu einer Stimulation des Knochenwachstumes und des Einheilungsverhaltens
der KES führt. Die Eignung des verwendeten TCP-Zementes als Trägermaterial für
Wachstumsfaktoren konnte in der Parallelstudie mit einem TCP/BMP-2 Composite
gezeigt werden (Niedhart et al. (1999)). Die Zugabe des BMP-2 führte in dieser
Studie zu einer deutlich gesteigerten Knochenbildung in dem TCP-Zement im
Vergleich zu den verwendeten Vergleichsgruppen. Es erscheint also
unwahrscheinlich, daß die inhibitorische Wirkung des bFGF in dieser Studie durch
das Trägermaterial begründet werden kann.
Es ist davon auszugehen, daß das bFGF kontinuierlich aus dem Zement freigesetzt
wird, wie auch in den Studien von Wang und Aspenberg (1996) oder Aspenberg und
Lohmander (1989), in denen das bFGF aus demineralisierter Knochenmatrix oder
aus Hydroxylapatit kontinuierlich freigesetzt wurde. In diesen Studien konnte ein
osteostimulativer Effekt des bFGF gezeigt werden, wen es kontinuierlich aus den
erwähnten Knochenersatzstoffen freigesetzt wird. Da davon auszugehen ist, daß das
bFGF, nach einer initialen Auswaschphase, auch in Verbindung mit dem
verwendeten Zement kontinuierlich freigesetzt wurde, scheidet auch diese Erklärung
aus. Die gewählte Studiendauer von 3 Monaten scheint als Beobachtungszeitraum
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von Effekten des bFGF ebenfalls geeignet zu sein, da diese Zeitspanne sowohl von
Wippermann (1997) als auch von Schnettler (1992) mit Erfolg gewählt wurde. Wäre
der gezeigte Effekt durch die Folgen des physiologischen „bone remodellings“ zu
erklären, so hätte sich dieser Effekt auch in den angeführten Studien zeigen müssen.
Eine weitere mögliche Erklärung ist, daß die Dosis des bFGF möglicherweise zu
hoch war. In der Studie von Aspenberg et al. (1991) konnte gezeigt werden, daß eine
sehr hohe Konzentration des bFGF zu einem verminderten Knochenwachstum führt,
während niedrigere Dosen des bFGF mit dem gleichen Trägermaterial,
demineralisierter Knochenmatrix, zu einer verstärkten Knochenbildung führen. Für
sehr niedrige Dosen konnte kein Effekt nachgewiesen werden.  Ab einer bestimmten
Konzentration nimmt die osteostimulative Potenz des bFGF ab, bis es in hohen
Dosen sogar zu einer verminderten Knochenbildung führt. Ob dieser Effekt auf die
vorliegende Studie zutrifft ist fraglich, da die in dem Schafsversuch verwendete
Konzentration des bFGF aus der Literatur bekannt ist und dort zu positiven Effekten
des bFGF geführt hat. Wippermann (1996) verwendete in seinen Versuchen an dem
Segmentdefekt des Schafsfemures ebenfalls die Dosis von 200µg bFGF in
Hydroxylapatitkeramiken, welche zuvor mit einer Lösung aus dem bFGF, einem
Puffer und einem Stabilisator getränkt worden waren. In dieser Studie konnte die
Knochenbildung durch die Verwendung des bFGF um ca. 20% im Vergleich zu der
reinen Keramik-Gruppe gesteigert werden. In der Studie von Nakamura et al. (1998)
konnte gezeigt werden, daß die einmalige Injektion von 200µg bFGF in einen
Frakturspalt zu einer schnelleren Heilung der Fraktur führt.
Wang und Aspenberg (1996) zeigten, daß die Gabe von bFGF in der ersten
postoperativen Woche nach der Implantation von DBM in einem Rattenmodell zu
einem meßbaren osteostimulativen Effekt nach 6 Wochen führte. Die Gabe des
bFGF in der 3. oder 4. Woche nach der Operation führte hingegen zu keinem
meßbaren Effekt nach 6 sehr wohl aber nach 8 Wochen. Das bFGF scheint also nur
dann einen meßbaren Effekt zu zeigen, wenn die Versuchsdauer einer der oben
angegebenen Versuchsdauern entspricht. Auch hier ist wiederum auf die Studien zu
verweisen, welche die Wirksamkeit des bFGF in Verbindung mit HA oder DBM
gezeigt haben (Schnettler (1992), Wippermann (1997), Aspenberg et al. (1991),
Aspenberg und Lohmander (1989)). Der negative Effekt des bFGF hätte sich also
auch in diesen Studien zeigen müssen.
Eine weitere Erklärungsmöglichkeit ist die für das bFGF beschriebene Stimulation
von Osteoklasten bzw. der Osteoklastenformation, wie sie von Hurley et al. (1998)
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und Nakamura et al. (1998) beschrieben wurde. Osteoklasten sind für die Resorption
von Knochen, aber auch von Knochenersatzstoffen auf Kalziumphosphatbasis,
verantwortliche Knochenzellen. Sollte dies der Grund für den geringeren
Knochenanteil an der Defektfläche gewesen sein, so wäre zusätzlich zu dem
geringeren Knochenanteil auch der Zementanteil geringer als in der TCP-Gruppe zu
erwarten gewesen, da die vermehrt gebildeten Osteoklasten nicht nur den Knochen,
sondern auch den Zement abgebaut hätten. In der elektronenmikroskopischen
Untersuchung ergab sich jedoch ein vermehrtes Vorkommen von Fremdkörper-
Riesenzellen und nicht von Osteoklasten, so daß diese Erklärungsmöglichkeit
ebenfalls unwahrscheinlich ist.
Letztendlich sind die Vorgänge, welche zu dem Ergebnis der vorliegenden Studie
geführt haben, unklar. Durch eine Wiederholung der Versuchsanordung  mit
gestaffelten Studiendauern und einer genauen Untersuchung der vorliegenden
Zellen und deren Quantifizierung wäre eventuell eine weitere Klärung der Ergebnisse
möglich. Eine sinnvolle Ergänzung der Untersuchung des Zementes wäre auch die
Analyse der Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren und der Einflüsse der
Wachstumsfaktoren auf die Beschaffenheit des Zementes.
Abschließend bleibt festzuhalten, daß der verwendete TCP-Zement bioaktiv,
biokompatibel, osteokonduktiv, resorbierbar und ausreichend stabil für die Füllung
stabiler Defekte ist. Weiterhin ist der Zement sterilisierbar und steht in
unbeschränkter Menge zur Verfügung. Der TCP-Zement scheint dem “idealen“
Knochenersatzstoff nahe zu kommen, und könnte in der Zukunft unter bestimmten
Voraussetzungen eine mögliche Alternative zu der autologen Spongiosapastik
darstellen.
Der Zusatz des bFGF zu dem TCP-Zement mit dem Ziel, ein osteostimulatives
Composite zu erhalten, hatte in dem ersten Versuchsteil mit dem Rattenmodell
keinen, bzw. in dem zweiten Versuchteil mit dem Schafsmodell einen negativen
Effekt auf das Knochenwachstum. Die Verwendung des TCP/bFGF-Composites im
klinischen Einsatz scheint also zu dem jetzigen Zeitpunkt und Wissenstand wenig
sinnvoll zu sein.
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5. Zusammenfassung
In 10% aller orthopädischen und unfallchirurgischen operativen Eingriffe, z.B. bei
Resektionen von Zysten oder Knochentumoren, ist der Einsatz eines
Knochenersatzstoffes notwendig. Die autologe Spongiosaplastik ist bis heute der
Goldstandard, hat aber den Nachteil der begrenzten Verfügbarkeit und der
Notwendigkeit eines zweiten Eingriffes mit allen damit verbundenen Risiken wie z.B.
Infektion, Schmerz und Blutung. Bis zum heutigen Datum wird die Suche nach einem
synthetischen, „idealen“ Knochenersatzstoff fortgesetzt, welcher biokompatibel,
bioaktiv, osteokonduktiv bzw. osteostimulativ, resorbierbar, biomechanisch stabil, in
ausreichender Menge verfügbar, sterilisierbar und wirtschaftlich sein sollte. Die
bisher entwickelten Knochenersatzstoffe (KES) konnten diese Anforderungen nur
bedingt erfüllen: Hydroxylapatit ist z. B. nicht resorbierbar, während demineralisierte
Knochenmatrix biomechanisch nicht belastbar ist. Durch die Zugabe von
Wachstumsfaktoren sollte bereits in der Vergangenheit das Einheilungsverhalten von
KES verbessert werden, wobei der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF)
häufig mit Erfolg eingesetzt wurde.  Das bFGF hat eine osteostimulative Wirkung und
ist ein Mitogen für Osteoblasten und Fibroblasten. Als Alternative sollte in dieser
Studie ein neu entwickelter, in-situ aushärtender, modellierbarer und resorbierbarer
Trikalziumphosphatzement bzw. ein Composite aus diesem Zement und bFGF
untersucht werden und mit dem Goldstandard autologe Spongiosaplastik verglichen
werden.
Die Untersuchungen wurden in dem ersten Versuchsteil an einem 1,5mm-
Bohrlochmodell in der Rattenfemurdiaphyse durchgeführt, welches entweder mit dem
reinen Zement oder mit dem Composite mit unterschiedlichen bFGF-Konzentrationen
(2, 20, 200µg bFGF/cm³ TCP) gefüllt wurde. Als Kontrollgruppe dienten der
Leerdefekt und die autologe Spongiosaplastik. Nach 1 bzw. 3 Wochen wurden die
Ratten getötet und die Präparate radiologisch, fluoreszenzmikroskopisch,
kontaktmikroradiographisch, elektronenmikroskopisch, histologisch,
histomorphometrisch und biomechanisch mit einem Dreipunktbelastungstest
untersucht.
Es zeigte sich, daß der neu gebildete Knochen von außen nach innen in den Defekt
ein- und in direktem Knochen/Zement-Kontakt an den Zement heranwächst. Der
Zement wird hierbei resorbiert. Der Anteil des Knochens an der Defektfläche war mit
88
der autologen Spongiosa vergleichbar.  Die Zugabe des bFGF zu dem Zement führte
zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen.
Um die Ergebnisse des ersten Versuchsteiles zu verifizieren, wurde in dem zweiten
Versuchsteil der Zement bzw. das Composite (200µg bFGF/cm³ TCP)  in einem
9,4mm-Trepanationsdefekt in der distalen Femurepiphyse des Schafes untersucht.
Als Kontrollgruppen dienten auch hier die autologe Spongiosaplastik und der
Leerdefekt.
Nach der Studiendauer von 3 Monaten wurde die Schafe getötet und die Präparate
fluoreszenzmikroskopisch, mikroradiographisch, histologisch und
histomorphometrisch untersucht.
Die Untersuchung der Zementgruppe bestätigte die Ergebnisse des ersten
Versuchsteiles. Im Vergleich zu der autologen Spongiosaplastik wurde jedoch
signifikant mehr Knochen gebildet. Die Resorption des Zementes war weiter
fortgeschritten.  Die Zugabe des bFGF zu dem Zement führte zu einer signifikanten
Abnahme der Knochenbildung im Vergleich zu der Zementgruppe. Der Resorption
des Zementes unterschied sich nicht signifikant zwischen der Zement- und der
Compositegruppe, tendenziell wurde jedoch in der Zementgruppe mehr Zement
resorbiert.
Zusammenfassend ist festzuhalten, daß die autologe Spongiosaplastik auch in
dieser Studie erwartungsgemäß gute Ergebnisse zeigte. Der neu entwickelte TCP-
Zement ist biokompatibel und bioaktiv, er ist resorbierbar und für die Füllung stabiler
Knochendefekte ausreichend stabil. In der Untersuchung zeigte sich, daß der
Zement osteokonduktive Eigenschaften besitzt, welche zu einer stärkeren
Knochenbildung führen, als durch die autologe Spongiosaplastik erreichbar ist. Die
Erfahrungen aus früheren Studien mit dem bFGF als osteostimulativem
Wachstumsfaktor konnten nicht bestätigt werden.
Der neu entwickelte Trikalziumphosphatzement erfüllt die Anforderungen an
Knochenersatzstoffe vollständig, so daß er sich unter bestimmten Voraussetzungen,
wie z.B. einem stabilen Defekt, als Alternative zu der autologen Spongiosaplastik
anbietet.
Das TCP/bFGF-Composite erscheint zu dem jetzigen Zeitpunkt für die Verwendung
als Knochenersatzstoff wenig geeignet. Die Kombination des TCP-Zementes mit
einem anderen Wachstumsfaktor stellt jedoch, wie weitere Studien zeigen müssen,
eine Möglichkeit dar, dem Ziel des „idealen Knochenersatzstoffes“ einen Schritt
näher zu kommen.
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6. Bildanhang
Abb. 1: Autofluoreszenz–Übersichtsaufnahme TCP-Zement; deutlich erkennbare  Mikro- 
und Makroporosität
Abb. 2: Autofluoreszenz-Detailaufnahme TCP-Zement; solide TCP-Partikel (linke untere 
Bildecke und obere Bildmitte), durch TCP-Brücken (untere Bildmitte) 
miteinander verbunden
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Rattenmodell:
Abb. 3: TCP/bFGF-Composite (Toluidin-Blau, 50x) 200µg bFGF/cm³ TCP, 3 Wochen;
innerhalb des Defektes TCP-Partikel (braun), von neu gebildetem Knochen (violett)
umwachsen
Abb. 4: TCP/bFGF-Composite (Toluidin-Blau, 100x) 200µg bFGF/cm³ TCP, 3 Wochen; 
innerhalb des Defektes TCP-Partikel (braun) und neu gebildeter Knochen
 (violett), direkter Knochen/Zement- Kontakt
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Abb. 5: TCP/bFGF-Composite (Fluoreszenz, 50x) 200µg bFGF/cm³ TCP, 3 Wochen; 
zentripetales Einwachsen des Knochens vom Defektrand aus, beginnendes 
Knochenwachstum ab Tag 4 (grün), weiteres Wachstum in Reihenfolge der 
Injektion (rot, gelb, orange)
Abb. 6: TCP/bFGF-Composite (Fluoreszenz, 100x) 200µg bFGF/cm³ TCP, 3 Wochen; mit 
fortschreitender Studiendauer Heranwachsen des Knochens an die Zement-
Partikel, Knochenbildung bis zur Defektmitte ab Tag 8 (rot) bis Tag 16 (orange)
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Abb. 7: TCP/bFGF-Composite (Mikroradiographie, 100x) 200µg bFGF/cm³ TCP, 3 Wochen; 
Zement (hellgrün), Knochen (dunkelgrün) direkter Knochen/Zement-Kontakt,
 keine bindegewebige Zwischenschicht erkennbar
Abb. 8: TCP-Zement (Elektronenmikroskopie (SEM), 500x) 3 Wochen; direkter 
Knochen/Zement-Kontakt, keine bindegewebige Zwischenschicht 
nachweisbar, Zement (Mitte) vollständig von Knochen umgeben
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Abb. 9: TCP-Zement (Elektronenmikroskopie (SEM), 500x, Kalzium/Phosphat- Analyse) 3
Wochen; direkter Übergang des Kalzium- (pink) und Phosphat- Gehaltes (gelb) von
Knochen auf Zement, keine bindegewebige Zwischenschicht nachweisbar
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Schafsmodell:
Abb. 10: TCP/bFGF-Composite (Röntgen, postoperativ) 200µg bFGF/cm³ TCP; nahezu
vollständige Füllung des Defektes mit Zement
Abb. 11: TCP/bFGF-Composite (Röntgen, 12 Wochen) 200µg bFGF/cm³ TCP; im Vergleich
zur Voraufnahme (Abb. 10) nahezu vollständige Resorption des Zementes
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Abb. 12: TCP-Zement (CT, 12 Wochen); vollständige Füllung des Defektes mit Knochen 
(dunkelgrau) oder Zement (hellgrau)
Abb. 13: TCP/bFGF-Composite (CT, 12 Wochen) 200µg bFGF/cm³ TCP; nahezu 
vollständige Füllung des Defektes mit Knochen oder Zement 
(wie in Abb. 12 beschrieben), im Vergleich zu Abb.12 kein
 signifikanter Unterschied
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Abb. 14: TCP/bFGF-Composite (Mikroradiographie, 6,3x, 12 Wochen) 200µg bFGF/cm³ 
TCP; vollständige Füllung des Defektes mit Knochen (grau) bzw. Zement (weiß), 
direkter Knochen/Zement-Kontakt, Einwachsen des Knochens bis zur Defektmitte
Abb. 15: TCP/bFGF-Composite (Mikroradiographie, 100x, 12 Wochen) 200µg bFGF/cm³ 
TCP;  direkter Knochen/Zement-Kontakt ohne bindegewebige Zwischenschicht
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Abb. 16: Leerdefekt (Toluidin-Blau, 6,3x, 12 Wochen); lediglich am Defektrand ist ein 
schmaler Saum neu gebildeten Knochens nachweisbar => Defekt kritischer Größe
Abb. 17: Autologe Spongiosaplastik (Toluidin-Blau, 6,3x, 12 Wochen); der Defekt ist 
nur schwer von dem Lagerknochen zu unterscheiden, im Defekt 
vollständig integrierter, trabekulärer Knochen
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Abb.18: TCP-Zement (6,3x, Toluidin-Blau) in-situ, direkt nach dem Einbringen;
Defekt vollständig mit Zement gefüllt, direkter Kontakt zwischen Knochen 
und Zement
Abb. 19: TCP-Zement (6,3x, Toluidin-Blau) 12 Wochen; im Defekt sind die TCP-Partikel 
(braun) und der neu eingewachsene Knochen (violett) gut zu erkennen, zwischen 
Knochen und Zement besteht ein direkter Kontakt, der Defekt
ist gleichmäßig mit Knochen oder Zement gefüllt, der Zement ist zu großen 
Teilen resorbiert worden (vgl. Abb.18)
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 Abb. 20: TCP/bFGF-Composite (6,3x, Toluidin-Blau) 200µg bFGF/cm³ TCP, 12 Wochen;
im Defekt sind die TCP-Partikel (braun) und der neu eingewachsene Knochen 
(violett) gut zu erkennen, zwischen Knochen und Zement besteht ein direkter 
Kontakt, der Defekt ist gleichmäßig mit Knochen oder Zement gefüllt, der 
Zement ist zu großen Teilen resorbiert worden (vgl. Abb.18), im Vergleich zu 
Abb. 19 kein signifikanter Unterschied
Abb. 21: TCP-Zement (100x, Toluidin-Blau) 12 Wochen; Detailaufnahme aus Abb. 18;
im Defekt TCP-Zement (braun) und Knochen (violett) in direktem Kontakt, keine
bindegewebige Zwischenschicht zu erkennen
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Abb. 22: TCP/bFGF-Composite (100x, Toluidin-Blau) 200µg bFGF/cm³ TCP 12 Wochen;
Detailaufnahme aus Abb. 19; im Defekt TCP-Zement (braun) und Knochen 
(violett) in direktem Kontakt zu erkennen, keine bindegewebige Zwischenschicht;
im Vergleich zu Abb. 21 kein signifikanter Unterschied erkennbar
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